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Resume 
 
Dette projekt har til formål at afklare, hvorvidt Saccharomyces cerevisiae (bagegær) kan bruges 
som model for Mytilus edulis (blåmusling) i forbindelse med undersøgelse af genotoksiske skader. 
Til undersøgelse af dette blev S. cerevisiae eksponeret for herbicidet 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D). Til måling af de genotoksiske skader blev metoden Single Cell Gel Electrophoresis 
(SCGE) anvendt, som også er kendt under navnet comet assay. Resultaterne blev sammenlignet 
med et lignende forsøg foretaget på M. edulis. Metoden blev modificeret ved tilsætning af enzymet 
glucolase (indeholder ß-Glucuronidase og ß-Glucuronide Sulfatase) for at nedbryde S. cerevisiaes 
cellevæg. Dette blev gjort, da cellevæggen forhindrer S. cerevisiaes DNA i at vandre i det elektriske 
felt under elektroforesen. Forsøgsresultaterne blev behandlet med softwaren Comet assay III fra 
Perspective Instruments. Følgende enheder beskriver omfanget af DNA-skaderne: Tail Moment, 
Tail Length og Tail Intensity. Resultaterne viste ikke nogle signifikante komethaler. Dette skyldes 
formentlig, at glucolase ikke formåede at disintegrere cellevæggen, og at DNA-skaderne derfor ikke 
kunne observeres som komethaler. En entydig afklaring, om gær kan bruges som model for 
blåmuslinger, har derfor ikke været mulig.  
 
Abstract 
 
The purpose of this project is to clarify whether Saccaromyces cerevisiae (bakers yeast) can be used 
as a model for Mytilus edulis (blue mussel) in association with investigation of DNA damage. S. 
cerevisiae was exposed to the herbicide 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in order to 
examine this. For the purpose of measuring the genotoxic damages the Single Cell Gel 
Electrophoresis (SCGE) method was used, also known as comet assay. The results were compared 
with results from a similar experiment that was carried out with M. edulis. The method was 
modified by adding the enzyme glucolase (contains ß-Glucuronidase and ß-Glucuronide Sulfatase) 
in order to break down the cell wall of S. cerevisiae. This was done because the cell wall prevents 
the S. cerevisiae DNA from migrating in the electric field during electrophoresis. The experimental 
results were reviewed with the software Comet assay III by Perspective Instruments. The following 
units describe the severity of the DNA damage: Tail Moment, Tail Length and Tail Intensity. The 
results did not show any significant comet tails. It is reasonable to conclude that this was due to 
glucolase which was not capable of disintegrating the cell wall. That is why damage on the DNA 
could not be observed as comet tails. A clearly defined clarification, if yeast can serve as a model 
for the blue mussel, has therefore not been possible.  
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Forord 
 
Dette projekt er henvendt til naturvidenskabelige basisstuderende med særlig interesse for miljø- og 
cellebiologi samt studerende fra andre biologiorienterede studier. Vi har valgt denne målgruppe, da 
det netop er disse personer, der muligvis vil beskæftige sig med lignende problemstillinger. De vil 
derfor kunne hente inspiration og indsamle viden fra dette projekt.      
 
I den eksperimentelle fase af projektet har vi fået assistance af Laboratorieoverassistent Klara 
Jensen og vejledning af Ph.d. studerende Kristian Syberg, som vi derfor gerne vil takke. Vi har taget 
udgangspunkt i Kristian Sybergs forsøg og anvendt hans resultater som led i dokumentationen for 
vores model-sammenligning. Ydermere en tak til vores vejleder Jette Rank. 
 
 
__________________  _________________     
  Lykke Vils Axelsen      Johan Kolstrup 
 
 
__________________  _________________  
Rasmus Rokkjær Dahl                     Anine Svendsen Kimer 
 
 
__________________  _________________ 
       Ulrik Selmer   Henrik Wennermark 
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Indledning 
 
Det er velkendt, at der findes farlige kemikalier i det danske vandmiljø. Dette skyldes først og 
fremmest øget menneskelig påvirkning gennem de sidste 50-60 år [Miljøbiblioteket 2006]. Et 
omtalt eksempel kunne være udledning af næringsstoffer fra landbrugssektoren. Som bekendt 
påvirkes naturen ved overdreven brug af kvælstof og fosfor. Her kan nævnes almindelige 
fænomener som algeforekomst og iltsvind. Men også langt farligere stoffer har fundet vej til de 
danske søer og fjorde, og det danske hav. Løbende er der gennem spildevandet blevet tilført mere 
eller mindre giftige kemikalier til det danske miljø. Specielt pesticider fra landbrugssektoren har 
ført til miljøforurening og især til forurening af vandmiljøet. Det er primært herbicider 
(ukrudtsmidler), der anvendes i store mængder i landbruget [Tema-rapport fra DMU 1999]. 
 
Spørgsmålet er hvorledes skadeligheden af et givent herbicid, som har forurenet eksempelvis vandet 
i en fjord, bedst testes. En velkendt metode er, at vælge en stationær organisme i fjorden, som 
akkumulerer herbicidet. En stationær organisme kan netop fortælle noget om forholdene på det 
pågældende sted over længere tid. Til undersøgelser af denne art bruges derfor ofte den almindelige 
blåmusling - Mytilus edulis - som moniteringsorganisme. Dette indebærer, at man indsamler 
adskillige blåmuslinger fra fjorden, og tester deres indhold af et givent herbicid, for derved at få et 
billede af omfanget af fjordens forurening. En blåmusling egner sig godt, da den filtrerer store 
mængder vand, og derved er god til at akkumulere herbicider [Rank et al. 2005]. Denne metode er 
dog ressourcekrævende og tager lang tid, da man skal indsamle mange individer, og at selve 
undersøgelsesteknikken er besværlig. En alternativ metode er, at tage en vandprøve fra fjorden og 
bringe den i laboratoriet, for dernæst at undersøge skadeligheden af den muligt 
pesticidindeholdende vandprøve på kontrolorganismer. Til dette bruges der en lang række 
forsøgsorganismer som f.eks. blåmuslinger [Lah et al. 2004].   
 
I laboratoriet undersøges om f.eks. et herbicid er DNA-skadende og i hvilken grad. En veludbredt 
metode til denne type undersøgelser er comet assay, hvor gel elektroforese af den enkelte celles 
DNA anvendes, også kaldet Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) [Miloshev et al. 2002]. 
Forsøgsmetoden giver ikke en specifik analyse af den konkrete DNA-skade, men giver et godt 
overblik over enkelt- og dobbeltbrud på selve DNA-strengen. Som sagt er der en del ulemper ved 
 6 
brug af blåmuslinger i forsøgssammenhæng. Et specifikt herbicids DNA-skadelighed må kunne 
testes på en langt simplere og mindre omkostningsfuld organisme.  
 
Gærceller af typen Saccharomyces cerevisiae, bedre kendt som bagegær, er velkendt og derved ofte 
brugt i forskningssammenhænge. Den er en af de mest studerede eukaryote organismer, og man har 
endvidere et detaljeret kendskab til dens totale genpulje [G. Miloshev et al. 2002]. Gær er en simpel 
organisme i forhold til andre eukaryote organismer, og dens vækstbetingelser gør den nem og billig 
at kultivere. Disse fakta gør gær til et muligt alternativ til tests af et herbicids DNA-skadelighed 
vha. forsøgsmetoden comet assay. Fordelene er et langt hurtigere og billigere forsøg, og fejlkilderne 
på forsøgsresultaterne reduceres, da gær er en encellet organisme, og derved enklere opbygget end 
den multicellulære blåmusling [Lah et al. 2003]. 
 
I dette projekt undersøges gærcellens følsomhed over for herbicid 2,4-D ved comet assay-metoden. 
Resultaterne fra denne undersøgelse sammenlignes med resultaterne fra et comet assay udført på 
blåmuslingegælleceller, der ligeledes er blevet eksponeret for 2,4-D. Ud fra sammenligningen 
undersøges hvorvidt gærcellen er ligeså følsom om end ikke mere [Miloshev et al. 2001] end 
blåmuslingegællecellen. Dette fører til følgende problemformulering: 
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Problemformulering 
 
Kan man opstille en model for sammenhængen mellem DNA-skader på blåmuslinger og gær? 
Uddybning af problemformuleringen 
Med problemformuleringen ønskes at modellere en sammenhæng mellem et herbicids skadelige 
effekt på henholdsvis blåmuslingegælleceller og gærceller. Modellen tænkes som en matematisk 
model, som f.eks. kunne være på formen y = ax2+bx+c. 
Dette er dog blot et eksempel. Modellen indeholder flere parametre, hvor x = DNA-skader på gær 
og y = DNA-skader på blåmuslinger. I udarbejdelsen af modellen sammenlignes genotoksiske 
skader på gærceller og blåmuslingegælleceller. Denne sammenligning har betydning for hvordan 
den matematiske model udformer sig. Hvis de to typer af celler er lige følsomme over for herbicidet 
ville modellen blive forholdsvis enkel. 
Projektets hypotese insinuerer en sammenhæng mellem skaderne på blåmuslingegællecellerne og 
gærcellerne [Miloshev et al. 2001]. Det forventes at, der vil være en voksende lineær sammenhæng 
mellem koncentrationerne af 2,4-D og skaderne på gærcellerne. 
 
Ved hjælp af comet assay fremstilles en graf for sammenhængen mellem skader på gærcellerne og 
koncentrationerne af 2,4-D. Resultaterne indhentes fra undersøgelser i laboratoriet og følgende 
grafer opstilles her derfor rent hypotetisk: 
 
 
Figur 1: Hypotetisk opstilling af resultater for DNA-skader på blåmuslingegælleceller og gærceller  
[Wennermark & Kimer 2007] 
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Hypotesen om gærcellernes højere følsomhed over for giftkoncentrationerne end 
blåmuslingegællecellernes, illustreres ved at grafen for skader på gærcellerne er mere progressiv.  
 
På længere sigt er målet at fremstille en test-metode, hvor skader på gær udtrykker genotoksiciteten 
af et stof/spildevand. En illustration for denne test-metode kunne se ud som følgende: 
 
               
Figur 2: Test-metode der udtrykker toksiciteten af et stof/spildevand [Wennermark 2007] 
 
Som det ses på den ovenstående illustration er ideen bag test-systemet at man, ved at tilføje en 
spildevandsprøve til apparatet, opnår hurtige resultater. Apparatet skal forstås som et led, hvor 
målinger fra comet assay bliver behandlet vha. den matematiske model. Derved kan man foretage 
mange præcise målinger fra et specifikt område, og ud fra dette få et hurtigt overblik over omfanget 
af forurening.  
 
 
 Comet assay 
på gær 
 
Prøve resultat 
Apparat 
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Metode 
 
Dette kapitel indledes med et afsnit omhandlende litteraturens rolle i vores projekt. Afsnittet 
tydeliggør hvorledes baggrunden for undersøgelsen ser ud. I næste afsnit findes en kort 
præsentation af vigtige personer, som vi i forbindelse med vores projekt indgår et samarbejde med. 
 
Litteraturens rolle 
Projektet består først og fremmest af en undersøgelse. Til grund for at opstille denne undersøgelse 
anvendes relevant litteratur. Her benyttes forholdsvis nyere værker til at beskrive den 
grundlæggende teoretiske baggrund for projektet – kapitlerne er navngivet ”2,4-D og 
”Sammenligning af S. cerevisiae celler og M. edulis gælleceller”. Den mere konkrete teori for selve 
undersøgelsen bygger på forholdsvis ny forskning, og derved findes der ikke nogle egentlige 
lærebøger om emnet. Derfor bruges reviews og videnskabelige artikler produceret indenfor de 
sidste seks år. Disse benyttes også i andre kapitler af rapporten. 
 
Opbygningen kan skitseres således: 
 
 
Trin 1 (teoretiske baggrund):             
 
          ↓ 
 
 Trin 2 (teori for undersøgelsen):   
 
 
           ↓ 
 
Trin 3 (i laboratoriet):  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Undersøgelse 
Reviews og 
videnskabelige artikler 
Eksperthjælp 
 Lærebøger m.m. 
Figur 3: Litteraturens rolle i forhold til vores 
undersøgelse. [Kimer 2007] 
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Eksperter 
Her nævnes de personer, som har faglig kompetence inden for projektet. Disse eksperter 
samarbejdes der med igennem projektet – primært ved selve forsøgsopstillingen og udførelsen af 
undersøgelsen.  
 
Jette Rank 
 
Lektor ved Institut for Miljø, Samfund og Rumlig forandring på RUC. Forsker primært inden for 
feltet genotoksicitet og mutationer dvs. DNA-skader. Har siden 1997 arbejdet med comet assay på 
blåmuslinger [Teksam 2007a]. 
 
Klara Jensen 
 
Laboratorieoverassistent ved Institut for Miljø, Samfund og Rumlig forandring på RUC. Arbejder 
sammen med Jette Rank, og har stort kendskab til comet assay [Teksam 2007b].  
 
Kristian Syberg 
 
Ph.d. studerende ved Institut for Miljø, Samfund og Rumlig forandring på RUC. Er netop i gang 
med at udføre comet assay på blåmuslinger udsat for herbicidet 2,4-D. Det er hans forsøgsresultater 
vi vil anvende i vores sammenligning. 
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2,4-D 
 
Følgende kapitel omhandler herbicid 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ((2,4-
dichlorophenoxy)eddikesyre). Der redegøres for de økotoksikologiske og genotoksiske egenskaber. 
 
2,4-D tilhører gruppen af phenoxy-forbindelser (figur 4), der anvendes som herbicider, og har en 
hormon-lignende effekt. Det er et af de mest kendte og mest brugte herbicider verden over, siden 
det blev udviklet i starten af 1940’erne. Stoffets popularitet steg kraftigt herefter, idet det spillede en 
vigtig rolle i Asien under Anden Verdenskrig og Vietnam-krigen, hvor det blev brugt til at afløve 
skove. 2,4-D viste sig at være særdeles effektivt ved lave koncentrationer til at slå dicoter 
(tokimbladede planter) ihjel.  
2,4-D har som sagt en hormonlignende effekt, og virker i planter som auxiner. Auxiner er en gruppe 
af plantehormoner, der indvirker på længdevækst og celledeling [Rasmussen 2001]. I planter der 
udsættes for 2,4-D ser man abnorm vækst, idet stoffet er mere persistent (bestandighed eller evne til 
at forblive i miljøet uden kemisk omdannelse) end auxiner, og derved giver en højere koncentration, 
der medfører en øget syntese af nucleinsyrer og proteiner. Planten dør, når dens normale 
virkningsmekanismer så som transportsystemet ødelægges af den øgede vækst [Cox 1999a]. 
Endnu et plus ved 2,4-D er, at det kun virker ved at slå bredbladede ukrudtsplanter (dicoter) ihjel 
uden at have en umiddelbar effekt på græsser og andre énkimbladede planter (monocoter). Herved 
er 2,4-D et særdeles effektivt herbicid i landbruget og bruges på marker med forskellige græsser og 
kornsorter [Issue Backgrounder 2005]. 
Men ved brug af 2,4-D som herbicid er det ikke kun de påtænkte planter, der udsættes for dets 
toksiske effekter. Dyr kan også blive påvirket af stoffet, og her ser man en række af forskellige 
effekter. Det ses, at 2,4-D hæmmer syntesen af DNA og hæmmer flere enzymer, såsom enzymer 
som er vigtige for metabolismen af lipider og enzymer, som er vigtige ved dannelse af proteiner. 
Desuden har stoffet en forstyrrende effekt på nervesystemet, hvor det binder sig til 
neurotransmitteren acetylcholin, som transmitterer impulser mellem nerveceller. Yderligere 
hæmmer det enzymet acetylcholinesterase og øger mængden af neurotransmitteren serotonin 
[Bukowska 2006].  
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2,4-D er kommet på EU’s liste over stoffer med potentielt hormonforstyrrende effekter 
[Miljøstyrelsen (2007)]. Desuden er 2,4-D på listen over bekæmpelsesmidler, der ikke må sælges 
eller anvendes i Danmark [Retsinfo (2007)]. 
 
Egenskaber og opbygning 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Et vigtigt aspekt i vurderingen af toksiciteten af et stof er at undersøge, hvor lipofilt stoffet er, da 
dette bestemmer, hvor let et stof trænger ind i celler og ophobes i fedt. Til at bedømme dette 
udregner man en log Kow-værdi.  
Man bestemmer log Kow, ved at tilsætte stoffet som man vil undersøge, til en beholder med en 
vandfase og octanolfase. Da octanolfasen er hydrofob, vil der dannes et skel mellem de to faser. Når 
der er opnået ligevægt i væsken, udregner man Kow, der svarer til forholdet mellem koncentrationen 
af det undersøgte stof, der befinder sig i henholdsvis vandfasen og octanolfasen. Er log Kow større 
end 3, er stoffet så fedtopløseligt, at det kan ophobes i organismer. Under 3 er stoffet mere 
vandopløseligt [Foverskov et al. 1999]. 
2,4-D har en log Kow på 2,81 [van Beelen 2000], hvilket betyder, at 2,4-D er mere vandopløseligt 
end fedtopløseligt. Dette hænger også fint sammen med 2,4-D’s opbygning. Benzenringen er lipofil 
og eddikesyregruppen er hydrofil. Denne egenskab vanskeliggør 2,4-D’s indtrængen i en celle, da 
det skal passere den omkringliggende lipofile dobbeltmembran. 
 
En anden vigtig egenskab i forhold til toksiciteten er persistensen af et stof. Persistensen er et 
udtryk for, hvor lang tid det tager, før stoffet bliver nedbrudt i naturen. Typisk bliver nedbrydningen 
udført af bakterier og andre mikroorganismer [Syberg et al. 2002]. 
Figur 4: 2,4-D består af en phenoxy-gruppe med en eddikesyregruppe på ilt-bindingen og to klor-atomer på 
2. og 4. position i benzenringen . Til højre er vist stoffet 2,4,5-T, der er en ”afledet” af 2,4-D. Den eneste 
forskel på disse molekyler er det ekstra klor-atom. 
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2,4-D er et umiddelbart moderat persistent kemikalie med en halveringstid på omkring 20-200 dage 
i jord. Dog har det vist sig, at denne persistens kan variere efter hvilke omgivelser stoffet befinder 
sig i [Cox 1999, Bukowska 2006].   
Dette hænger fint sammen med 2,4-D’s opbygning. Stoffer med aromatiske forbindelser som 
benzenringen i 2,4-D er generelt mere persistente. Også halogener (grundstoffer fra 7. hovedgruppe 
i det periodiske system) øger et stofs persistens. Derfor øger også de to kloratomer 2,4-D’s 
persistens [Syberg et al. 2002]. 
 
Ovennævnte egenskaber siger noget, dels om hvor let det ophobes i organismer, og hvor lang tid det 
er skadeligt. Til at sige noget reelt om, hvor farligt et stof er, bruges LD50. LD50 er defineret som 
den dosis, hvor 50 % af organsimerne man undersøger, er døde [Conell et al. 1999].  
2,4-D’s akutte toksicitet varierer mellem en LD50-dosis på 100-1200 mg/kg, alt efter hvilke arter af 
forsøgsdyr man tester på [Bukowska 2006]. 
 
DNA-skadende effekter 
2,4-D mistænkes for at have genotoksisike effekter [Venkov 2000, COX 1999a s. 15]. Derfor vil der 
i dette afsnit forklares, hvordan 2,4-D muligvis kan forårsage enkelt-, og dobbeltstrengsbrud, da 
netop disse genotoksiske effekter er relevante for projektet. Yderligere opridses kort hvilke 
følgevirkninger disse skader har. 
 
Når et xenobiotika (fremmedstof) kommer ind i en organisme vil cellerne automatisk prøve at 
nedbryde det. Hvis xenobiotikaen er lipofilt, skal det gøres mere vandopløseligt, så det kan komme 
ud af cellen igen. Dette sker f.eks. ved oxidering af cytokrom P-450. Cytochrom P-450 er et enzym-
kompleks, der er placeret i det endoplasmatiske reticulum [Binderup og Knudsen. 1999 s.19]. Hvis 
alt forløber korrekt vil xenobiotikaen blive nedbrudt [Pedersen 2001 s. 72]. Denne nedbrydning kan 
resultere i, at stoffer, der ikke har nogen umiddelbare reaktive grupper bliver aktiveret, så de kan 
binde sig til DNA [Binderup og Knudsen. 1999 s.18].   
2,4-D har ikke nogen umiddelbart reaktive grupper og må derfor først blive aktiveret for at have 
egentlige genotoksiske effekter. Denne aktivering kunne man forestille sig skete ved hjælp af 
cytochrom P-450, da 2,4-D ikke er et helt vandopløseligt molekyle. 
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Forsøg med 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) (figur 4) har vist, at dette molekyle ikke har 
nogen genotoksisk virkning [Venkov 2000]. Den eneste forskel på disse stoffer er det ekstra klor-
atom på benzenringens 5. position (figur 4) [Wikimedia 2007]).  
Derfor må dette ekstra kloratom på 2,4,5-T have en essentiel rolle under en eventuel oxidering fra 
P-450. Dette projekts hypotese er, at denne klor-forbindelse forhindrer dannelsen af en reaktiv 
epoxy-gruppe under oxyderingen af ringen ved kontakt med cytochrom P-450. 
 
Det er tilmed blevet påvist, at phenoxyacetic acid bliver mere mutagent efter påførsel af klor på 2. 
og/eller 4. position [Venkov 2000], hvilket tyder på, at kloren også spiller en vigtig rolle i forhold 
mutageniciteten.  
 
Når 2,4-D er reaktivt kan det binde sig til DNA. Hvis et fremmedstof har bundet sig til DNA vil to 
”repair systemer” (foto aktivering og excision repair) gå i gang. Når de reparerer DNA, er der kun 
lille risiko for, der opstår mutationer. 
Præcisionen af de reparationsenzymer, 
der indgår i excision repair 
forudsætter, at der kun er sket skader i 
nucleotidbaser i den ene DNA-streng. 
Dette skyldes, at den komplementære 
streng fungerer som skabelon ved 
reparationer. 
Hvis en celles DNA bliver udsat for 
høje koncentrationer af genotoksiske 
stoffer, er de to ovennævnte ”repair 
systemer” ikke nok. I sådanne tilfælde 
vil et andet reparationssystem (post 
replication repair) blive aktiveret. Post 
replication repair er et meget mere 
usikkert reparationssystem som øger 
risikoen for mutationer [Binderup og 
Knudsen 1999 s.19].  Figur 5: Her ses DNA dobbelthelix med basepar og nitrogenholdige 
baser. [Whyfiles (2007)] 
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Hvis DNA’et ikke bliver repareret kan følgende mutationer opstå: 
 
Ved punktmutationer ændres små dele af DNA’et, hvilket f.eks. kan ske ved addition, deletion eller 
ombytning af baser. Disse mutationer kan føre til, at der bliver udskiftet en aminosyre i det protein, 
som genet med mutationen koder for [Pedersen (2001) s. 68]. Disse mutationer har dog kun en 
effekt, når det er aminosyrer i de aktive områder på proteinerne, der bliver byttet [Zakrzewski 2002 
s. 83].  
 
Herudover kan der forekomme større 
ændringer i DNA’et 
(kromosomafvigelser), hvor dele af 
kromosomerne bliver delt eller byttet om 
[Binderup og Knudsen. 1999 s. 36]. 
Disse kromosomafvigelser forårsages af 
dobbelt- og enkeltstrengede brud på 
DNA’et. Enkeltstrengsbrud sker, når 
bindingen mellem en fosfatgruppe og 
deoxyribosen i DNA dobbelthelix (figur 
5) bliver oxideret af reaktive stoffer. 
Dobbeltstrengsbruddene forekommer, når 
to enkeltstrengsbrud sker tilstrækkelig tæt 
på hinanden [Jackson 2002]. Et 
enkeltstrengsbrud kan f.eks. ske, hvis en 
epoxy-gruppe reagerer med N-7 (nitrogen på 7. position) i guanin. Dette kan resultere i to 
forskellige situationer (Figur 6). Enten åbner pyrazinringen sig, som vil vanskeliggøre ”læsningen” 
af genet, eller også dannes der et ”gap” mellem guanin og deoxyribose, som kan føre til en 
frameshift mutation (addition eller deletion af en base) [Zakrzewski 2002 s. 86].   
Den sidste reaktion kaldes for depurinering [Pedersen 2001 s. 79]. Depurinering medfører samtidig 
en risiko for, at deoxyribosen kan omdannes til aldose (Deoxyribose kan i fri tilstand være i to 
former, der er i ligevægt med hinanden: furanose, der er en cyklisk og aldose, der er en åben 
tilstand). Denne reaktion medfører en konformationsændring, som enten munder ud i et 
enkeltstrenget brud på DNA’et mellem fosfatgruppen og deoxyribosen ved position 3’, eller den 
Figur 6: To udfald for reaktionen mellem en epoxy-gruppe og 
N-7 (nitrogen på 7. position) [Zakrzewski 2002 s. 87] 
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kan resultere i et ”cross-link” (dvs. at den bindes sammen med anden base) til en anden 
aminogruppe på en anden base (figur 7) [Zakrzewski 2002 s. 87].  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lignende skader kan forekomme på cytosin. Dette kaldes deaminering. Her bliver aminogruppen 
fjernet på cytosin, og det kan nu fejlparres med adenin [Pedersen 2001 s.73]. 
 
Skader som depurinering og deaminering vil ikke i alle tilfælde føre til varige skader. I mange 
tilfælde vil de baser, som er beskadiget i DNA, opdages og fjernes af enzymet DNA-glycosylater. 
Der findes mindst seks forskellige slags DNA-glycosylater, hvis opgave bl.a. er, at fjerne 
deaminerede baser, oxiderede baser, baser med åbne ringe og baser, der er tilkoblet ”fremmede” 
molekylegrupper [Pedersen, 2001 s.79]. 
Når en beskadiget base er fjernet, efterlades deoxyribose-molekylet alene. Enzymet AP-
endonuclease fjerner molekylet og andre nøgne deoxyribose-molekyler, der er et resultat af 
depurinering. Efterfølgende lappes hullet i DNA-strengen af DNA-polymerase, der indbygger et nyt 
komplimentært nucleotid med deoxyribose-molekyle og den korrekte base [Pedersen, 2001 s.79].  
Figur 7: Ligevægten mellem aldose og furanose som følge af depurination medfører risiko 
for strengbrud eller et ”cross-link” til en nærliggende aminogruppe. 
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Sammenligning af S. cerevisiae celler og M. edulis gælleceller 
 
I dette afsnit opstilles en sammenlignende analyse af gærceller og gælleceller fra blåmuslingen. 
Dette gøres for at kunne argumentere for, at gærceller kan bruges som biologisk model for 
blåmuslingegælleceller. Ligheder og forskelle af opbygningen af cellerne samt deres egenskaber 
beskrives.    
 
Cellernes opbygning 
Planter, dyr og svampe er alle eukaryote organismer, og består derfor af eukaryote celler. De har 
derfor en lang række ligheder i deres struktur og egenskaber. Plante-, svampe- og animalske celler 
har dog udviklet sig forskelligt gennem evolutionen, og har derfor nogle signifikante forskelle i 
deres opbygning. Svampe herunder S. cerevisiae ligner både planter og dyr meget på deres cellulære 
opbygning. Man kan derfor betragte svampeceller som en mellemting mellem en plantecelle og en 
animalsk celle. 
 
Da M. edulis er en multicellulær organisme med mange forskellige celler, og der fokuseres på dens 
gælleceller i forhold til gærcellen, som er unicellulær. Gællecellerne er valgt, da det netop er disse 
celler, Kristian Syberg har brugt. Endvidere tager gællecellerne del i fødeoptagelsen, da det er 
blåmuslingens gæller, der filtrerer vandet for partikulær føde. Gællerne består af filamenter med 
mange gælleceller, der varierer fra hinanden i størrelse og ved at nogle har cillier, som ses på figur 
8. [A. Gómez-Mendikute et al. 2004] 
 
Som det ses på figuren kan gællecellerne have mange forskellige former, da de indgår i et 
organvæv, der er formet efter dets funktion. Gærcellerne er derimod runde eller ellipseformet og er 
aldrig forbundet med andre celler i et væv eller lignende. Gærcellerne størrelse varierer fra 2.5-10 
µm i bredde og 4,5-21 µm i længden. Gærcellerne er derfor typisk mindre end 
blåmuslinggællecellerne. [D.R. Berry 1982]. 
 
Gærcellen adskiller sig fra blåmuslingens celler, der er typiske for animalske celler, ved at den 
indeholder en vacuole. Vacuolen har som funktion at oplagre ioner, aminosyrer og en lang række 
forskellige enzymer m.m. [J.R Pringle et al. 1997]. Derudover udfører den hydrolyse dvs. 
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nedbrydning af polymerer til mindre polymerer vha. vand [Campbell & Reece, 2005]. Vacuolen er 
typisk for planteceller og findes ikke i nogen dyriske celler. 
 
Gærcellens kerne er meget lille i forhold til blåmuslingens. 
Endvidere findes der en struktur kaldet plaque i 
cellekernens membran, der har en lignende funktion, som 
centrioler har hos animalske celler. Denne plaque har 
struktur som flerlaget disk, hvilket har microtubuler, der 
rager ind i cellekernen og ud i cytoplasmaet. Disse plaques 
menes at stå for cellekernens spindle apparatus. [J.R. 
Pringle et al. 1997] 
 
Gærcellens mitochondrier varierer alt efter iltbetingelserne. 
Gærceller, der lever i aerobe miljøer har tydelige 
mitochondrier, som er stavformet og omgivet af en 
dobbelmembran. De indeholder cristae, som er 
mitochondria’ens inderste membran, der er foldet som 
fingerlignende strukturer. Gærceller, der derimod lever i 
anaerobe miljøer, har så små mitochondrier, at man førhen 
troede at de helt manglede disse organeller. De består af en 
ydre dobbeltmembran, der helt mangler cristae. Ved en 
ændring i iltforholdene eller ved at tilsætte lipider og 
glucose, vil mitochondrier ændre deres struktur og 
genskabe cristae. [D.R. Berry 1982]. 
 
Det endoplasmatiske reticulum (ER) hos gærcellen har 
ligesom andre organismer forbindelse med ribosomerne. 
Her bliver protein produceret og transporteret til Golgi-
apparatet via ribosomerne. Gærcellens ER har dog vist at 
have mange flere cellulære opgaver, end den har hos andre 
organismer. Hos gærcellen fungerer ER også på en 
lignende måde som Golgi-apparatet (GA) ved, at den 
Figur 9: Illustreret gærcelle med organeller 
og knopskydning. [D.R. Berry 1982] 
Figur 9: Illustreret tværsnit af gællefilament. 
Cellerne ses som segmenter med kernen vist 
som en mørk plet. [A. Gómez-Mendikute et al. 
2004] 
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producerer vesikler, og det vides ikke, om et egentligt GA eksisterer hos gærcellen. Endvidere står 
ER også for produktionen af lipid granuoler. [D.R. Berry 1982]. Sammenlignet med blåmuslingens 
ER spiller gærcellens ER derfor en langt større rolle i cellens metabolisme. 
 
Den vigtigste forskel på gær- og 
blåmuslingecellens opbygning for 
vores projekt er, at gærcellen 
ligesom planter har en cellevæg 
udenom dens ydre plasmamembran. 
Cellevæggen har som funktion at 
beskytte og afstive cellen [O. 
Rasmussen et al. 2001]. Endvidere 
opretholder den cellens osmotiske 
stabilitet [J.R. Pringle et al. 1997].   
 
Cellevæggen er ca. 200 nm tyk, og 
den står for ca. 25 % af gærcellens 
tørvægt og 25-50 % af cellens samlede volumen. Den består primært af β1,3 og β1,6 glucan (50–60 
%), mannoproteiner (polypeptider) (40 %), chitin (polysakkarider) (1-2 %) og en mindre del protein 
[J.R. Pringle et al. 1997 s. 231-233]. På figur 10 ses cellevæggens struktur (a). Yderst ligger 
mannoproteinerne og phosphomannan, hvilke er tæt pakket og forhindrer cellevæggens 
permeabilitet over for opløsninger.  
 
I midten af cellevæggen findes proteinkæden. Dette lag af proteiner står for 10 % af cellevæggens 
totale tørvægt og indeholder mange forskellige proteiner. Nogle af proteinerne fungerer som 
enzymer bundet til cellevæggen. Nogle af disse enzymer f.eks. glucanase, invertase og mannanase 
er medvirkende til blødgøring af cellevæggen, der muliggør knopskydning. Flere af disse enzymer, 
herunder invertase, er mannoproteiner og består af 50 % mannan. Meget af det resterende protein i 
cellevæggen er også knyttet til mannan, hvilke medvirker til, at de spiller en mere strukturmæssig 
frem for enzymatisk rolle i cellevæggen [D.R. Berry et al. 1982].     
 
Figur 10: Illustration over cellevæggens opbygning (a) og 
cellemembranen (b). [D.R. Berry 1982] 
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Inderst ligger det fibrøse β1,3 glucan- og chitin-kompleks. Hvor chitinen medvirker til fibrenes 
uopløselighed, binder glucanen komponenterne af den indre og ydre cellevæg sammen [P.N. Lipke 
& R. Ovalle 1998]. Endvidere binder glucanen cellevæggen sammen med cellemembranen 
(plasmamembranen), hvis struktur også er illustreret (figur 10b). Blåmuslingecellen har til 
sammenligning kun cellemembran og dens struktur ligner meget den, der ses på figuren (figur 10b).   
Hvis man fjerner glucanen f.eks. ved brug af enzymet glucolase forårsager det en nedbrydelse af 
cellevæggen [D.R. Berry 1982]. Netop dette vil vi benytte os af i vores undersøgelse.   
 
På trods af de forskelle, der er blevet fremstillet her, er de sammenlignelige, da deres cellulære 
processer som, transkription, translation, replikation og reparation af DNA stort set er ens  
[Miloshev et al. 2002].  
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Comet assay  
 
Her gives en generel gennemgang af metoden. Der lægges særlig vægt på selve elektroforesen, da 
denne proces har afgørende betydning for comet assay-metoden. Endvidere forklares de enheder, 
der anvendes i kapitlet ”Resultater”. 
 
Comet assay også kendt som Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) er en forsøgsmetode, med 
hvilken man kan observere og måle DNA-skader på den enkelte celle. Det er hovedsageligt enkelt- 
og dobbeltstrengs brud på DNA’et man undersøger ved brug af denne teknik. 
Teknikken blev udviklet af Ostling og Johanson i 1984 [Fairbairn et al. 1995]. 
 
Metoden kan deles op i fem trin:  
 
Figur 11: Comet assay- metoden [Kimer 2007] 
 
1. trin: Ved forberedelse af gel præparatet eksponeres en mindre mængde gærceller for et muligt 
DNA-skadende stof som f.eks. et pesticid. Dette pesticid kan varieres i forskellige mængder, efter 
1. Forberedelse af præparat 
2. Lysering 
3. Unwinding 
4. Elektroforese 
5. Efterbehandling 
Rensning 
Indkapsling i agarose 
Eksponering 
Farvning 
Analyse 
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hvilket skadesomfang man ønsker at afbilde. Gærcellerne indstøbes derefter i en gel indeholdende 
agarose. Agarose er et sukkerstof i fast form, som opløses i en væske. Det fungerer som en slags 
lim, der fastholder cellerne, så de senere er lettere at observere i mikroskopet. Hvordan 
indkapslingen foretages, og hvor mange lag der bruges, er meget individuelt alt afhængig af 
undersøgelsens karakter. 
 
2. trin: Herefter lyseres gærcellen med det formål at nedbryde cellemembranen og derved frigøre 
DNA’et. Her hjælper enzymer i lyseringsvæsken til; de sørger for at nedbryde cellemembranen, så 
DNA’et bliver blotlagt. 
 
3. trin: Dernæst vikles DNA dobbelthelix ud fra dets tætte indviklede strukturer ved en proces 
kaldet unwinding. Hvis en effekt skal kunne ses, når hele processen er gennemført, er det vigtigt at 
få gjort DNA-strengene fri af hinanden, så DNA’et kan bevæge sig under elektroforesen. 
 
4. trin: Ved elektroforesen nedsænkes præparaterne i en alkalisk væske (pH 13). De efterlades i 20 
min for at bryde brintbindingerne mellem de to strenge, før spændingen tilføres elektroforesekarret. 
De to negativt ladede DNA-strenge holdes sammen af brintbindinger (figur 5). Den stærkt basiske 
væske har en overvægt af negative hydroxid-ioner (OH-), til hvilke brintatomerne binder sig. Den 
negative ladning hos hydroxid-ionerne trækker kraftigere i brinten mellem DNA-strengene og sikrer 
at brintbindingerne mellem de to DNA-strenge brydes [Jensen, Klara 2007].  
I elektroforesekarret findes en positiv og negativt ladet pol. Når spændingen sættes over karret vil 
DNA’et vandre gennem agarosegelen mod den positive pol. Hvis der er opstået enkelt- eller 
dobbeltbrud på DNA’et, vil disse beskadigede dele vandre længere 
end det ubrudte DNA i løbet af den 20 min lange 
elektroforeseproces. Der er følgelig en ens elektrisk tiltrækning 
mellem den brudte og ikke brudte DNA, men DNA’et med brud 
har en langt mindre masse og vil derfor bevæge sig hurtigere 
[Jensen, Klara. 2004]. 
Fosfat-grupperne, som findes i den ydre del af DNA dobbelthelix-
spiralen, er negativt ladede. DNA’et er på denne måde elektrisk 
påvirkelig, hvilket gør det muligt at måle skader på præparatet, da 
de vandrer under elektroforesen. Alt efter mængden af 
Figur 12: En komet fra en celle 
med megen DNA-skade 
[Bioreliance 2007] 
 23 
fragmenteret DNA vil der dannes en hale på cellens kerne; en ”komet” (figur 12) heraf navnet 
comet assay [Kumaravel & Jha 2006].  
 
5. trin: Der tilsættes et fluorescerende kemikalie, som binder sig til DNA’et og gør det synligt i 
mikroskop [Tice et al. 2000]. Herefter analyseres de færdige præparater. Behandlingen af de 
færdige præparater foregår i fluorescensmikroskop. Halerne på kometerne måles vha. et kamera, 
som er sat til mikroskopet, der derefter er tilsluttet en computer. Her tages billeder fra hvert 
præparat, som tilsammen giver et billede af omfanget af DNA-skaderne.  
 
Computerprogrammet Comet assay III indkapsler kometen i en gul 
firkant (figur 13). Ydermere tilføjer programmet en blå lodret streg 
for at markere yderste venstre side af kometen, en grøn lodret streg 
igennem centrum af cellekernen og en rød lodret streg i yderste 
højre side af kometen. Fra den grønne til den røde streg varierer 
farverne i et bredt spektrum. Dette afspejler koncentrationer af 
DNA. Gul er den højeste koncentration, rød er den laveste. Den 
gule kurve nederst afspejler på samme måde 
koncentrationen af DNA op af y-aksen. Comet assay III kan ud fra 
disse oplysninger måle forskellige værdier af skader vha. kometens 
udseende. [Jensen, Klara. 2007. Mundtlig kilde.] Flere forskellige 
tal fremkommer, hvor de vigtigste er Tail Length (halelængde), 
Tail Intensity (haleintensitet) og Tail Moment (halemoment). 
Tail Length er afstanden mellem den grønne og røde lodrette streg. 
Tail Intensity, som måles i procent, kan beskrives som den del af 
billedet, der befinder sig mellem den grønne og røde linje i forhold til hele kometen. Tail Moment 
er Tail Length ganget med Tail Intensity [Tice et al. 2000]. 
 
Det ovenstående forudsætter, at de benyttede celler kommer fra f.eks. mammale dyr, dvs. celler 
med cellemembran men uden cellevæg. Benyttes celler med cellevæg som planteceller eller 
gærceller, skal et enzym tilsættes under punkt 1.- forberedelse af præparatet. Dette tilsættes efter 
rensningen og nedbryder cellevæggen, så resten af processen kan forløbe efter punkt 2-5. 
 
Figur 13:: Således ser billedet for 
en måling på en celle ud. En celle 
findes, og der åbnes for kameraet 
som er forbundet til computeren. 
’Comet Assay III’ indkredser 
cellen, og to lodrette streger 
tegnes på hver side af kometen. 
Desuden tilføjes en streg igennem 
centrum af cellen. Via disse måles 
cellens størrelse og halelængde 
[Molbiotech 2007] 
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Vækstbetingelser for S. cerevisiae 
 
Dette kapitel har til formål at redegøre for gærens vækstbetingelser. Ved at have kendskab til 
gærens vækst findes det optimale antal celler, der giver et godt forsøgsgrundlag. Der vil blive 
forklaret om gærtypen og den generelle livscyklus for gær.  
   
Gærtype 
Der findes mange forskellige stammer af S. cerevisiae, hvis vækstbetingelser varierer fra hinanden. 
Derfor bruges ofte en specifik stamme, når videnskabelige forsøg foretages på gær. Fordelen ved 
dette er, at den specifikke stammes vækstbetingelser er velstuderet, og det derfor vides præcis, hvor 
længe gæren skal have lov at vokse for at opnå den optimale mængde i forhold til det givne forsøg. 
Derved undgås at skulle foretage indledende vækstkurveforsøg. Derudover vides præcis, hvordan 
gærstammen reagerer ved forskellige betingelser. Endvidere betyder dette, at resultaterne er lettere 
at sammenligne med andre forsøg foretaget på samme stamme. Der benyttes dog ikke en egentlig 
stamme, da der er brugt almindeligt bagegær og tørgær fra supermarkedet. Dette gær er sammensat 
af mange forskellige stammer og betegnes derfor som en Wild Type. Årsagen hertil er, at ideen i at 
bruge gær købt til en pris på kr. 1,25 forstærker vores projekts mål, hvilket netop er, at producere en 
nem og billig metode, hvormed man kan undersøge et områdes forurening. Det kræver, at der skal 
foretages et indledende ”vækstkurveforsøg”; gærens præcise vækst ikke kendes. Dette er dog ikke 
en ulempe, da det vil give en større forståelse for forskning foretaget i laboratoriet.   
 
Vækstbetingelser 
Vækstbetingelserne i form af ernæringsmæssige behov for S. cerevisiae varierer meget imellem de 
forskellige stammer. Der er derfor ikke et generelt ernæringsbehov for S. cerevisiae. Fælles for alle 
stammer af S. cerevisiae er, at de alle kan vokse aerobt i et medie bestående af glucose, sucrose, 
maltose eller trehalose. De kan dog aldrig vokse på hverken lactose eller cellobiose. Gærens 
mulighed for at udnytte forskellige sukkerstoffer afhænger af, om de vokser i et aerobt eller 
anaerobt miljø [D.R. Berry 1982]. Da vores gær vokser i et aerobt miljø vil gærens vækstbetingelser 
i anaerobe miljøer ikke kommenteres. Medie består hovedsageligt af glucose som sukkerstof, og 
derfor forklares gærens vækst med udgangspunkt i glucose som ernæringskilde.  
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Gærens vækst følger en logistisk kurve. På figur 14 er væksten illustreret, og de forskellige faser er 
skitseret. I starten har gæren en nølefase, hvor væksten er langsom. Efter nølefasen tiltager væksten. 
Dette er den største stigning i vækst, hvilket grafen også afspejler. Når gærpopulationen når sit 
maksimum, begynder væksten at fase ud. Dette ses i den stationære fase. Årsagen til vækstens 
aftagen er, at gærpopulationen har nået sin bæredygtighedsgrænse, hvilket vil sige, at der ikke er 
plads til flere gærceller i 
det givne medie. Dette 
hænger også sammen 
med, at indholdet af 
glucose falder i takt med 
gærvæksten. Det 
optimale antal celler til 
comet assay findes på det 
tidspunkt, hvor væksten 
er mest progressiv, dvs. 
midt i vækstfasen. Her er 
der kraftig vækst og lav 
dødelighed [Jensen 2007] 
.  
 
 
 
Livscyklus 
Vækst hos gær forekommer hovedsageligt som knopskydninger. Når ”dattercellen” - den voksende 
knopskydning - når samme størrelse som en moden celle, deler den sig fra ”modercellen”. 
Gærcellens cellecyklus er normalt defineret som den periode mellem divisionen af cellen til den 
næste celledivision. Knopskydninger forekommer ved at modercellen fordobler sin plaque (se 
foregående kapitel), og påbegynder en blødgøring af cellevæggen vha. lyserende enzymer. Derefter 
udfører cellen syntese af cellevæggen, og cellen udvider sig. Herefter deles plaque i to, og der 
forekommer en vandring af cellekernen. Mikrotubuli-fibrene forlænges, og derefter forekommer der 
en division af cellekernen. Til sidst frigøres den nye dattercelle fra modercellen ved at cellevæggen 
Figur 14: Graf over gærs vækst. Væksten følger en logistisk funktion. 
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indsnævres. Denne celledeling forekommer meget hurtigt i gode vækstbetingelser, da både 
modercellen, og dattercellen kan påbegynde knopskydninger, før de er separeret fra hinanden [D.R. 
Berry 1982]. Knopskydning anses som gærcellens vegetative vækst [C. Ratledge 1991]. 
 
S. cerevisiae kan dog også 
producere askospore, hvis 
vækst- betingelserne bliver 
dårlige, og vegetativvækst 
derved ikke er mulig. 
Askospore-tilstanden 
medvirker til, at gæren kan 
overleve i længere perioder 
med dårlige vækstbetingelser. 
Hvis gærcellen danner 
askospore, kan der forekommer 
to situationer: enten bliver 
askosporene spredt, ellers også 
forbliver de indkapslet i askus. 
De to situationer ses på figur 
15. Hvis askusen brister, starter 
de haploide sporer med at spire 
og begynder at knopskyde. Der forekommer derefter en parring mellem to haploide celler, der hver 
kun indeholder halvdelen af den samlede genpulje. Der skelnes ikke mellem han- og hunspore, da 
disse betegnelser ikke kan bruges på gær. I stedet betegnes de som a og α spore. Denne forskel er 
vist som sorte og hvide spore på figuren (figur 15). Efter parringen er cellen igen diploid. Ved 
anden situation bliver askosporene ikke frigjort fra askus. Her foregår parringen mellem 
askossporene inde i askus og to diploid-celler dannes [C. Ratledge 1991]. 
 
Som sagt anvendes Wild Type gær i undersøgelsen. Derfor er det svært, at forudsige præcis i 
hvilket stadiet de vil forekomme. Men da der sikres så gode forhold som muligt i forsøget, forventes 
det, at det primært vil være diploide celler der ses, da denne form er dominerende ved gode 
vækstbetingelser.  
Figur 15: S. cerevisiaes reproduction. Til højre ses knopskydning. Ved 
dårlige vækstbetingelser dannes 4 askosporer. [ Ratledge, C. (1991)] 
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Eksperiment 
 
I dette kapitel redegøres for den egentlige undersøgelse, og de forundersøgelser der leder frem til 
denne, idet comet assay-metoden kan modificeres, alt afhængig af hvilke celler der arbejdes med og 
hvordan disse påvirkes.  
Først forklares hvordan de indledende undersøgelser er foregået, og de tanker der er gjort i 
forbindelse med dem. De overvejelser og ændringer, der er foretaget i forbindelse med 
forundersøgelserne ligger til grund for udformningen af den endelige undersøgelse. I appendiks 
findes en logbog for alt det eksperimentelle arbejde. For uddybende forståelse af det følgende 
kapitel henvises til denne. Det skal nævnes, at der blev foretaget en forundersøgelse, som var 
upræcis og derfor blev gentaget. Denne upræcise forundersøgelse er udeladt i rapporten. 
 
De indledende undersøgelser 
En passende mængde gærceller er essentielt, når comet assay udføres. En for lille mængde gærceller 
vil give et upræcist billede af skadevirkningen, idet der vil være et for lille statistisk grundlag at 
bygge resultater på. For mange gærceller vil gøre det svært at lave præcise målinger, da cellerne 
ligger oven i hinanden. Der ønskes også en så høj levedygtighed som muligt, da cellerne skal være 
levende, når de bliver udsat for 2,4-D. Hvis cellerne er døde vil de forstyrre resultatet, da døde 
celler ikke kan optage 2,4-D, og da der på døde celler kan forekomme DNA-skader, som ikke er 
forårsaget af herbicidet [Jensen 2007]. 
1. forundersøgelse (kultivering) 
For at komme frem til den ideelle cellemængde udførtes en forberedende undersøgelse, hvor fem 
forskellige mængder af gær blev tilsat et medie. Først anvendtes tørgær. Der blev taget 
udgangspunkt i en lignende undersøgelse af Lah et al. 2003. Her består mediet af 1 % gærekstrakt, 
2 % bactopepton og 2 % glucose (Alle procenter i vægt per volumen). Dette blev opløst i postevand 
(95 %). Der blev fremstillet 5 medier til gæropløsninger på henholdsvis 0,002 g/ml (0,1 g gær), 
0,004 g/ml (0,2 g gær), 0,006 g/ml (0,3 g gær), 0,008 g/ml (0,4 g gær) og 0,010 g/ml (0,5 g gær). 
Gæren blev kultiveret i vandbad ved 30° C i 18 timer.  
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Efterfølgende blev der foretaget celletælling i 
Thomas tællekammer og testet levedygtighed. 
Levedygtigheden blev testet ved udtagelse af en 
prøve fra gæropløsningerne, som tilsattes en 
farveopløsning, som ved 
fluorescensmikroskopering med kviksølvlampe 
og blåt lys fik de døde celler til at lyse rødt og 
de levende grønt (figur 16). Ud fra disse 
målinger (Tabel) kunne der konkluderes at 
0,002 g/ml eller mindre var en rigelig mængde. 
Levedygtigheden var lav, hvorfor 
vækstperioden ønskedes forkortet. 
 
Gæropløsning  [g/ml] 0,002  0,004  0,006  0,008  0,010  
Cellemængde [celler/ml] 5,44·107  9,2·107  1,5·108  3,64·108  6,94·108  
Levedygtighed [% levende] 53 57 61  53  51  
Tabel: Cellemængde og levedygtighed ved forskellige mængder af gær og vækstperiode på 18 timer 
2. forundersøgelse (kultivering) 
Her fremstilledes to gæropløsninger med henholdsvis 0,001 g/ml (0,05 g gær) og 0,002 g/ml (0,1 g 
gær). Vækstperioden forkortedes, så den nu var på 17 timer i et 30° C vandbad. Der blev igen 
foretaget celletælling og test af levedygtighed. 
 
Gæropløsning [g/ml] 0,001  0,002  
Cellemængde [celler/ml] 4,13·107  8,4·107  
Levedygtighed [% levende] 56 45 
Tabel: Cellemængde og levedygtighed ved forskellige mængder af gær og vækstperiode på 17 timer 
3. forundersøgelse (elektroforese) 
Efter 2. forundersøgelse blev comet assay udført med gæropløsningen på 0,001 g/ml. Dog kunne en 
højere levedygtighed have været at foretrække. Cellerne fra gæropløsningen isoleredes ved 
centrifugering, og eksponeredes herefter for følgende koncentrationer af 2,4-D:
Figur 16: Døde (røde) og levende (grønne) gærceller i 
mikroskop [Kimer 2007] 
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25 µg/l 
1000 µg/l 
3000 µg/l 
5000 µg/l 
7000 µg/l 
10.000 µg/l 
15.000 µg/l 
20.000 µg/l 
25.000 µg/l 
 
En kontrol, som ikke blev eksponeret for 2,4-D, blev taget 
med. Kontrollen bestod af gæropløsning, der blev eksponeret 
for den saltopløsning, som 2,4-D koncentrationerne blev 
fremstillet med. Efter eksponering i 20 min ved stuetemperatur 
blev cellerne vasket og var nu klar til indstøbning i 
agarosegelen. Fremgangsmetoden, beskrevet i afsnittet Comet 
assay, blev fulgt. Forsøgsdesignet blev modificeret som 
beskrevet i Lah et. al 2003. Enzymet glucolase blev tilført ved 
gærens indstøbning i agarose. Da en forventning om, at en 
kraftig opvarmning ville føre til en nedbrydning af enzymet, 
opvarmedes agarosen først, og enzymet tilførtes derefter gæren 
umiddelbart før det kom på præparatglassene. Alle 
præparatglas blev herefter placeret på is for at hærde agarosen 
(figur 17). Præparatglassene blev efterfølgende placeret i en ovn på 30 ºC i 30 min for at lade 
enzymet virke.  
 
 
Herefter fortsattes forsøget som beskrevet i K. Jensen 2004, 
og lysering, elektroforese, neutralisering og farvning 
udførtes. Herefter blev alle markerede koncentrationer på 
præparatglassene dækket og fik numre fra 1-20 for at give 
en objektiv vurdering af skaderne. Ved mikroskoperingen 
lå gærcellerne meget tæt, hvilket gjorde det svært at isolere 
en enkelt celle til måling (figur 18).  
Figur 17: Præparatglas med gær 
indstøbt i agarose, lægges på is [Kimer 
2007] 
Figur 18: Mikroskopering af gærceller 
[Kimer 2007] 
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Desuden blev ingen egentlige haler observeret på cellerne, og forskellen mellem kontrollen uden 
2,4-D-eksponering og prøven, der var eksponeret for den største koncentration, var ikke af 
væsentlig betydning. Problemet med den store mængde gærceller kunne løses ved at fortynde 
gæropløsningen. Manglen på komethaler kunne have flere årsager. Umiddelbart kunne problemet 
være, at der ikke var sket skader på cellerne, da de blev eksponeret for 2,4-D. Den mest oplagte 
årsag syntes at være, at enzymet ikke virkede efter hensigten, og at cellevæggen derved ikke var 
blevet desintegreret. 
4. forundersøgelse (kultivering) 
Idet levedygtigheden i de foregående undersøgelser ikke var specielt høj, blev det besluttet at udføre 
endnu en undersøgelse af gæren i kultiveringsfasen. Her observeredes gærens vækst og 
levedygtighed løbende. Gærens vækst følger en logistisk kurve som beskrevet i ”Vækstbetingelser 
for S. cerevisiae, og målet, var at finde tidspunktet for, hvornår gæren voksede hurtigst, hvornår der 
var en passende cellemængde, og hvornår levedygtigheden var højest. Levedygtigheden forsøgtes 
forbedret ved at bruge bagegær i stedet for tørgær. Tørgær er udviklet til at være meget 
modstandsdygtigt, og har derfor muligvis en mere persistent cellevæg [Rank 2007]. En ændring var 
også, at gærmedierne blev tilsat ionbyttet vand i stedet for almindeligt postevand som tidligere. 
Postevand indeholder stoffer, som ud over det fremstillede medie kan have indvirkning på gærens 
vækst. Sterilt vand ville derved kunne give et mere ensartet billede af gærens udvikling. Medierne 
blev tilsat 0,1 g bagegær og sat i et vandbad med is for at undgå vækst. Vandbadet blev sat til en 
timer som startede opvarmning til 30º C kl. 7.30 næste morgen. Resultaterne blev målt i timer fra 
dette tidspunkt.   
Selve forundersøgelsen bestod af tre observationer: måling af absorbans, levedygtighedstest og 
celletælling. Absorbans er lysgennemtrængeligheden gennem gærmediet, og giver et udtryk for 
mængden af celler.  Resultaterne blev som følger:  
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Figur 19: Gærcellernes vækst i antal celler til tiden [Wennermark & Kimer 2007] 
  
 
 
Figur 20: Gærcellernes vækst i absorbansen til tiden [Wennermark & Kimer 2007] 
 
Tid [timer] 2.15 3.30 4.33 5.25 6.27 7.33 8.30 9.10 
Levedygtighed 
[% levende] 
63 83 80 91 96 99 96 93 
Tabel: Levedygtighed til tid efter timerens start 
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Ud fra vækstkurven (figur 19) og absorbanskurven (figur 20) vurderes den største væksthastighed 
til at være ca. 7 timer fra timerens start. Levedygtigheden (tabel) er ligeledes meget tilfredsstillende 
til dette tidspunkt. Disse målinger ligger til grund for kultivering af gæren i den endelige 
undersøgelse.  
Den reelle undersøgelse 
Et gærmedie blev fremstillet som tidligere, hvor 0,1 g bagegær blev tilsat. Gæropløsningen blev 
fortyndet med mediet, så der var 0,0002 g/ml. Denne blev placeret i et vandbad fyldt med is, og 
timeren blev sat til at starte opvarmningen kl. 2.30.  
Efter 7 timer (kl. 9.30 næste dag) blev gæropløsningen taget op af vandbadet, og der blev foretaget 
absorbansmåling, celletælling og test af levedygtighed. 
Måling Resultat Resultat (4. forundersøgelse) 
Absorbans 1,178 0,984 – 1,14 
Celletælling [celler/ml] 1,7·107 1,0·107 – 2,1·107 
Levedygtighed [% levende] 97 96 – 99  
Tabel: absorbans, celletælling og levedygtighed for 7 timers vækst i 30º C vandbad 
 
Det kan ses at kultiveringen af gær i 7 timer, når omtrent de samme værdier som fremkom i 4. 
forundersøgelse. For at kunne foretage bedre målinger i mikroskopet krævede det en mindre 
mængde af celler/ml, og gæropløsningen blev derfor fortyndet 500 gange med medie. Gærcellerne 
blev isoleret ved centrifugering og eksponeret for følgende koncentrationer af 2,4-D: 
25 µg/l  
100 µ/l  
1 mg/l  
50 mg/l  
125 mg/l  
275 mg/l  
350 mg/l  
500 mg/l 
Koncentrationerne fra 50 mg/l til 350 mg/l svarer til de af koncentrationer Kristian Syberg valgte. 
Koncentrationer, der er henholdsvis højere og lavere blev også taget med, idet hypotesen lyder at 
gærceller er mere følsomme over for DNA-skadende stoffer end blåmuslingegælleceller. Udover 
disse koncentrationer og en kontrol uden eksponering for 2,4-D, blev en positiv kontrol eksponeret 
for 1 mM MMS og en UV positiv kontrol taget med. Den 1 mM MMS positive kontrol blev 
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fremstillet ved at eksponere gærcellerne for det genotoksiske stof Methyl-Methan-Sulfonat, som 
med sikkerhed ville give DNA-skader.   
Efter eksponering i 20 min ved stuetemperatur vaskedes cellerne, så de var klar til indstøbning i 
agarosegelen. En ændring i tilsætningen af enzymet glucolase blev fortaget i forhold til 4. 
forundersøgelse. Efter rensningen tilførtes cellerne i mikrorørene 3,75 µl enzym, som blev hvirvlet 
og derefter placeret i et 30º C vandbad i 30 min for at lade enzymet virke og nedbryde gærcellernes 
cellevæg. Efter indstøbning af celler i agarosegelen blev den UV positive kontrol bestrålet med UV 
lys i 15 sek med en intensitet på 15 Watt. UV lys indeholder meget energi, som forårsager skader på 
DNA, og vil derfor med sikkerhed skade DNA’et. Herefter fulgtes fremgangsmetoden beskrevet i 
kapitlet ”Comet assay” og i K. Jensen 2004, og lysering, elektroforese, neutralisering og farvning 
udførtes. Herefter blev alle de markerede koncentrationer på præparatglassene dækket og fik numre 
fra 1-21 for at give en objektiv vurdering af skaderne. 
 
Ved mikroskopering blev en tilfredsstillende koncentration 
af celler observeret, idet de lå spredt med en tilpas afstand 
til isolering af cellerne og måling halerne på disse (figur 
21). Der blev ikke observeret haler af betydning, og 
sammenligningen med den kontrol, der ikke var eksponeret 
for 2,4-D og den højeste koncentration viste ingen 
signifikant forskel. Den positive kontrol 1 mM MMS og 
UV positive kontrol viste ligeledes ikke nogen DNA skader 
i form af komethaler. 
 
Figur 21: Mikroskopering af gærcelle [Kimer 
2007]. 
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Resultater 
 
Her behandles og kommenteres resultaterne fra undersøgelsen. 
 
Kometbilleder 
De forventede resultater blev ikke opnået. Hypotesen for undersøgelsen var, at de stigende 
koncentrationer af 2,4-D skulle resultere i tydeligere DNA-skader og dermed længere og kraftigere 
komethaler. Der ses ingen umiddelbar sammenhæng mellem de stigende koncentrationer og 
omfanget af skader – dvs. størrelsen af kometer. På figur 22 er afbilledet 2 kometer, hvoraf den 
venstre ikke er fra vores undersøgelse. DNA’et fra cellen til venstre er kraftigt skadet, hvorpå en 
tydelig hale ses. De negativt ladede fragmenter tiltrækkes af den positive pol (anoden). Under 
mikroskoperingen placeres præparatglasset således, at kometens hale vender mod højre. Billedet til 
højre er fra vores undersøgelse, og der er umiddelbart ingen komethale. Den lysende runde plet i 
midten er cellekernen, og den svagere grå sky er DNA-fragmenter inden for cellevæggen [Jensen 
2007]. Det ses, at cellekernen har forsøgt en vandring mod højre, men er blevet stoppet af 
cellevæggen. Efter grundige studier af vores celler gennem mikroskopet, er der ikke udtaget 
billeder, der er markant anderledes end det nedenstående til højre. 
   
Muligvis var der en sammenhæng mellem 
stigende koncentrationer og skadesomfang, 
som ikke kunne spores vha. mikroskopisk 
arbejde. Selvom der ikke var nogen haler af 
betydning at se, blev resultaterne behandlet.  
 
 
 
 
 
Grafisk fremstilling 
Som nævnt i kapitlet ”Comet assay” anvendes tre enheder; Tail Length, Tail Intensity og Tail 
Moment til vurdering af skadesomfanget. I det følgende præsenteres disse grafisk. I undersøgelsen 
Figur 22: Til venstre ses resultatet af vandrende DNA i en 
kraftig skadet celle med en tydelig komet. Til højre ses et 
repræsentativt eksempel fra vores undersøgelse 
[Bioreliance 2007; Kimer 2007]. 
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blev der fremstillet 21 præparatglas, hvoraf de 3 var positive kontroller. Ud af de tre var to 
kontrolprøver der ikke blev eksponeret for 2,4-D og dermed slet ikke kunne blive DNA-skadede. 
De resterende 16 bestod af to sæt ens prøver med koncentrationer fra 25 µg/l til 
500 mg/l. 50 kometer blev udvalgt fra hver prøve.  
 
På figur 23 ses en repræsentativt udvalgt komet med tilhørende målestreger. 
Sådan så kometen ud på computerskærmen, jf. afsnittet Comet assay. Ved hjælp 
af Comet assay III blev Tail Length, Tail Moment og Tail Intensity udregnet. 
Videre udregning med de tre enheder udførtes i programmet MatLab. Dataen blev 
plottet og vha. lineær regression og den bedste rette linje blev fundet. Derefter 
fremstilledes et residualplot for hver af graferne. Følgende grafer viser resultatet. Figur 23: Komet 
fra vores 
undersøgelse 
med tilhørende 
målestreger. 
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Figur 26: Residualplot for Tail Intensity  
Figur 24: Sammenhæng mellem koncentrationer af 2,4-
D og Tail Length 
 
Figur 25: Residualplot for Tail Length  
Figur 28: Residualplot for Tail Moment Figur 29: Sammenhæng mellem koncentrationer af 2,4-
D og Tail Moment 
 
Figur 27: Sammenhæng mellem koncentration af 2,4-D 
og Tail Intensity 
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Hverken regressionslinjerne eller residualplottene antyder nogen form for lineær sammenhæng. Der 
ses dog en svag stigning.  
Standardafvigelsen blev udregnet som i Blomhøj et al. 2006 for de tre enheder: 
 
Enhed Standardafvigelse 
Tail Length 0.1283 
Tail Intensity 0.8901 
Tail Moment 0.0244 
 
Opstilling af model 
I følgende afsnit opstilles en model for sammenhængen mellem DNA-skader på gær og 
blåmuslinger. Modellen opstilles ud fra Tail Moment-enheden, da denne har den laveste 
standardafvigelse, og fordi den udtrykker sammenhængen mellem DNA-skader og 
stofkoncentrationen bedst. 
 
Ved hjælp af MatLab blev parametrene udregnet for en lineær sammenhæng mellem Tail Moment 
og koncentrationen af 2,4-D med følgende resultat: y = 3,742*10-5*x + 0,1376. 
 
Kristian Syberg fik ved sit comet assay på blåmuslinger følgende resultater: 
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Figur 30: Kristian Sybergs forsøgsresultater udtrykt ved 3 enheder; Tail Length, Tail Moment og Tail Intensity. [K. 
Syberg 2007] 
 
På figur 30 ses en tydelig voksende lineær sammenhæng mellem de tre enheder og koncentrationen 
af 2,4-D udtrykt ved søjlediagrammer med tilhørende standardafvigelser. Der er også her ved lineær 
regression udregnet den bedste rette linje. I den videre modellering anvendes som sagt Tail 
Moment, og sammenhængen mellem denne og koncentrationen af 2,4-D udtrykkes ved følgende 
model: y = 0,3136*x + 0,9518. 
 
I de to ovenstående modeller er der taget højde for baggrundsstøj i målingerne, dvs. de DNA-skader 
og usikkerheder der findes, uden at forsøgsorganismerne er blevet udsat for 2,4-D. Dette udtrykkes 
ved parameteren b. For gærcellerne er denne 0,1376 og for blåmuslingegælleceller 0,9518. Da der 
udelukkende undersøges, hvilke skader 2,4-D påfører organismerne, udelades denne parameter i 
den videre modellering. 
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I figur 31 integreres begge nye modeller, hvor Yb udtrykker skaden på blåmuslinger og Yg 
udtrykker skaden på gær. 
 
Yb=0,3136*x 
 
Yg=3,742*10-5*x 
 
Det ønskes at finde en sammenhæng 
mellem Yb og Yg. Derfor isoleres x i 
begge udtryk: 
 
x = Yb / 0,3136 og x = Yg / 3,742*10-5 
udtrykkene sættes lig hinanden: 
Yb / 0,3136 = Yg / 3,742*10-5   
Yb = 8,3805*10-7 * Yg  
 
Denne model ses grafisk på figur 32. 
Ifølge denne model er gærceller 
8,3805*10-7 gange mindre følsom over 
for 2,4-D end blåmuslingegælleceller. 
Dette ses også på forholdet mellem 
enhederne på akserne, hvor Tail Moment 
for gær forløber fra 0 til 500 og Tail 
Moment for blåmuslingegælleceller kun 
forløber mellem 0 og 4,5*10-4. Omvendt 
betyder det, at blåmuslingegælleceller er 
1/8,3805*10-7 ≈ 1,19*106 gange mere 
følsom end gærceller. 
 
 
 
 
Figur 31: Tail Moment for gærceller og blåmuslingergællceller 
Figur 32: Modellen for sammenhængen  mellem Tail Moment på 
gærceller og Tail Moment på blåmuslingergælleceller 
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Diskussion 
I dette afsnit vil vi gennemgå og diskutere vores undersøgelse. Herunder vil vi komme ind på hvilke 
faktorer, der har haft indflydelse på udfaldet af vores undersøgelse. Herefter vil vi diskutere vores 
teori omkring gær og blåmuslinger, for til sidst at kunne vurdere gyldigheden af vores model.  
 
Efter eksperimentel undersøgelse af DNA-skader på S. cerevisiae eksponeret for 2,4-D 
observeredes ingen komethaler af betydning. På trods af dette blev resultaterne behandlet og en 
model opstillet. Resultaterne viste, at blåmuslingegælleceller skulle være over én million gange 
mere følsom over for 2,4-D end gærceller. Dette strider direkte imod projektets hypotese om, at 
gærceller er mere følsomme.  Den opstillede matematiske model er derved ikke rimelig. Det er blot 
proceduren ved denne modelopstilling, der bliver gennemgået.  
 
Ingen DNA-skader er blevet påvist ved den foretagede undersøgelse. Grunden hertil kan skyldes 
flere forskellige faktorer, og kan udspilles i 3 scenarier: 
 
1. Enzymet glucolase har ikke virket efter hensigten, og desintegrerede derfor ikke 
gærcellernes cellevæg.  
Efter den første undersøgelse med comet assay modificerede vi forsøgsdesignet, idet vi havde en 
hypotese om, at enzymet glucolase ikke havde desintegreret cellevæggen. I den næste udførelse af 
comet assay ændrede vi proceduren ved tilsætningen af enzymet, for at give det bedre betingelser 
for at virke. Ligeledes blev en positiv kontrol inddraget, hvor gærcellerne blev eksponeret for det 
genotoksiske stof Methyl-Methan-Sulfonat (MMS) samt en UV positiv kontrol. Idet der inddrages 
positive kontroller vil det være muligt at se, om enzymet har desintegreret cellevæggen, så DNA’et 
kan vandre under elektroforesen. Da de positive kontroller med sikkerhed vil forårsage DNA-
skader, kan vi bekræfte eller afkræfte vores hypotese om, hvor vidt enzymet har nedbrudt 
cellevæggen. Hvis cellevæggen er intakt på positiv-kontrollen vil der ikke kunne observeres 
komethaler. Dette ville bekræfte vores hypotese.  
 
2. Et andet muligt scenario kan være at koncentrationerne af 2,4-D har været for lave. 
Gærceller og blåmuslingegælleceller er forskellige i opbygningen, idet gærceller har en 
omkringliggende cellevæg. Denne cellevæg er sammenlignelig med plantecellers cellevæg. Ifølge 
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Bukowska (2006), er mængden af 2,4-D, der forårsager genotoksiske og mutagene effekter, 
forskellig afhængig af typen af celler og organismer, der eksponeres herfor. Planter påvirkes ved 
doser på 3-100 mg/l, hvorimod der ses effekter på muslinger allerede ved doser på 20-100 µg/g. 
Dette afkræfter vores hypotese om, at gærceller er mere overfølsomme end blåmuslinger. 
 
3. Et tredje scenario kan være at gærcellernes cellevæg ikke er permeabel for visse stoffer. 
Gærcellerne blev eksponeret for 2,4-D, før enzymet glucolase blev tilsat for at nedbryde 
cellevæggen. Er cellevæggen ikke permeabel, vil eksponeringen for 2,4-D ikke have resulteret i 
herbicidets indtrængen i cellen, og har derved ikke forårsaget skader på DNA’et. Ifølge et studie af 
Venkov et al. (2000) har det vist sig, at der i gærceller med en introduceret mutation, der øger 
permeabiliteten af cellevæggen, opstod genetiske skader ved eksponering for 2,4-D. På normale 
gærceller observeredes der derimod ingen genotoksiske effekter ved eksponering for 2,4-D. Hvis 
disse undersøgelser er korrekte, betyder de,t at vores hypotese omkring gærcellens sensitivitet er 
ukorrekt.  
 
Det kan diskuteres, om det ville være en løsning, at desintegrere cellevæggen og derefter udsætte 
cellerne for 2,4-D, for på den måde lettere at eksponere cellerne. Dette kunne muligvis resultere i, at 
man ødelagde cellerne inden eksponering for 2,4-D. Denne fremgangsmåde ville ikke give mening, 
da man på denne måde ville eksponere en allerede beskadiget celle, for dernæst at måle 
skadeligheden af det eksponerende stof. Dette ville naturligvis forringe resultaterne.  
 
Yderligere kan man diskutere validiteten af de fremgangsmåder og metoder vi anvendte under de 
undersøgelser, vi udførte. Ved celletælling af gærceller i Thoma’s tællekammer var det oftest den 
samme person, der foretog tællingen. Selvom metoden er opbygget så objektiv som muligt, vil det 
muligvis give et mere validt resultat, hvis tællingen blev foretaget af flere uafhængige personer. 
Ligeledes kan proceduren ved levedygtighedstesten optimeres ved, at flere personer foretager 
uafhængige tællinger. Levedygtighedstesten er meget upræcis, da mange af cellerne klumper sig 
sammen, hvorfor det kan være svært vurdere det præcise antal celler. Endvidere virkede det 
floureserende stof kun i kort tid under mikroskoperingen, hvilket betød at vi konstant måtte ændre 
optællingspositionen på dækglasset.  
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Efter elektroforesen blev kometerne målt vha. softwareprogrammet Comet assay III. Dette program 
måler meget nøjagtigt størrelsen af cellerne og længden på komethalerne. ’Tail Moment’ er en ofte 
anvendt enhed til at beskrive omfanget af DNA-skaderne. Tail Moment udregnes ved at gange 
halelængden med den procentlige intensitet af DNA i halen. Dog påpeger Kumaravel & Jah (2006), 
at det er vigtigt også at opgive enheder som halelængde (’Tail Length’) og den procentlige intensitet 
af DNA i halen (Tail Intensity). Dette burde gøres, da der er forskel på, om det er korte haler med 
høj DNA intensitet, eller lange haler med lav intensitet, som teoretisk set giver det samme Tail 
Moment. 
 
Diskussion af den biologiske model 
I det følgende diskuteres sammenligningen af gærceller og blåmuslingegælleceller.  
 
Den første store forskel på disse celler er, at gæren er unicellulær, mens muslingegællecellen 
kommer fra en multicellulær organisme. Denne forskel indebærer flere uligheder. Gællecellerne kan 
variere meget i form, og en del har cillier og vævsdele omkring sig. Dette giver komplikationer i 
forbindelse med målinger, da vævsdelene kan forstyrre billedet. Gæren derimod ses tydeligt, når 
man observerer den i mikroskop, hvilket burde give mere præcise resultater. Dog er gærceller 
generelt mindre, hvilket igen vanskeliggør målinger.  
 
Endnu en komplikation ved gærceller er den omkringliggende cellevæg. Cellevæggen er den største 
strukturmæssige forskel mellem gærcellen og gællecellen. Dens betydning ved sammenligning er 
essentiel, da den har indflydelse på optagelse af xenobiotika, og fordi den er problematisk i 
forbindelse med undersøgelsen. Venkov et al. (2000) har som nævnt tidligere fundet frem til at en 
mutation i cellevæggen, der øger dens permeabilitet medfører et større omfang af DNA-skader, når 
det bliver eksponeret for 2,4-D. Dette bekræfter cellevæggens rolle som en effektiv barriere mod 
xenobiotika.      
 
En stor del af gærens samlede DNA er ikke lokaliseret i kernen. Mellem 15 og 23% af dens samlede 
DNA findes i stedet i form af mitokondrial DNA. Dette betyder, at vi i undersøgelsen ikke 
observerer den reelle skades-virkning, da vi udelukkende undersøger skader på cellekernen. På 
baggrund af dette kan det være svært, at sammenligne de skader man observerer på gælleceller og 
gærceller. 
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En af komplikationerne ved at sammenligne gærceller og muslingeceller er, at de to organismer er 
blevet undersøgt og studeret i forskellige biologiske felter. Gærcellen er en af de mest studerede 
organismer og dens totale genome var det første, der blev kortlagt. Gærcellen bliver primært brugt 
ved undersøgelser af cellebiologi, genetic og intracellulære processer [J.R. Pringle 1997 s. vii]. 
Derimod bliver blåmuslingen primært anvendt som en multicellulær moniteringsorganisme inde for 
økotoksikologi, og dens DNA-mængde og genome er ikke lige så velstuderet. Dette besværliggør 
en sammenligning af deres DNA-mængde og DNA-struktur.    
 
Da vi benytter os af en wild-type ”stamme”, kan vi ikke med sikkerhed vide, om alle de celler vi har 
foretaget målinger på, har været diploide. Da nogle gærstammer reproducerer sig i haploid form, er 
det muligt at vi både har foretaget målinger på haploide og diploide celler.  
 
Idet proceduren indbefatter mange forskellige trin, er der en risiko for usikkerheder i udførelsen. 
Det kan være måleusikkerheder i afmåling, vejning og forkert aflæsning af de forskellige 
komponenter. Disse har dog kun mindre påvirkning på det endelige resultat, da det i dette tilfælde 
tyder på en konkret fejl i proceduren, da de forventede resultater ikke blev opnået. Dette skyldes 
højst sandsynligt en fejl eller mangel i proceduren frem for egentlige personlige fejl som f.eks. 
afmåling osv. 
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Konklusion 
 
Her i konklusionen vil vi forsøge at besvare vores problemformulering: 
Kan man opstille en model for sammenhængen mellem DNA-skader på blåmuslinger og gær? 
 
Et enkelt svar på dette spørgsmål vil være: ja, det kan man godt. Det har vi vist med vores 
matematiske model, hvorpå en sammenhæng mellem DNA-skader på gærceller og DNA-skader på 
blåmuslingegælleceller fremgår.  
 
Så er spørgsmålet bare om modellen reelt kan bruges; dvs. kan den bruges til at omregne skader fra 
gærceller til blåmuslingegælleceller.  
Modellen er som sagt opstillet ud fra forfejlede resultater. Dette mindsker validiteten af modellen. 
Dette kan skyldes et af følgende 3 scenarier, der blev opstillet under diskussionen: 
1. Enzymet glucolase har ikke virket efter hensigten og derved desintegreret gærcellernes 
cellevæg. 
2. Koncentrationerne af 2,4-D har været for lave. 
3. Gærcellernes cellevæg er ikke permeabel for indtrængen af 2,4-D. 
 
Vi havde en hypotese om, at gærceller var mere eller ligeså følsomme overfor 2,4-D som 
blåmuslingegælleceller. Ifølge vores undersøgelse er det lige omvendt; blåmuslingegælleceller er 
langt mere følsomme end gærceller.  
Dette underbygger at resultaterne er forfejlede, og er endnu en grund til betvivle modellen. 
 
Ud fra en biologisk sammenligning af gærceller og blåmuslingegælleceller, var det heller ikke 
muligt at validere modellen. 
På baggrund af de mindre tilfredsstillende resultater, hvilket har medført at parametrene i modellen 
er langt fra vores forventninger, kan vi hverken bekræfte eller afkræfte, om modellen er valid. 
Derudover er der biologiske faktorer, som gør det sværere at sammenligne gær- og 
blåmuslingegælleceller end umiddelbart forventet.  
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Perspektivering 
Det ville være muligt, at gentage forsøget med enzymet Zymolase [Miloshev  et al.  2001], som i 
modsætning til hvad vi har erfaret med glucolase, muligvis er i stand til at nedbryde gærcellers 
cellevægge. 
En anden mulighed kunne være at bruge en helt anden type celler. I den forbindelse kontaktede vi 
Professor og forskningsgruppeleder Lene Juel Rasmussen fra Roskilde Universitetscenter som 
foreslog, at man kunne anvende humane celler da de ikke har en cellevæg men kun den velkendte 
dobbeltlipidmembran. Disse eukaryote celler kan således eksponeres direkte og et comet assay ville 
kunne foretages uden brug af et enzym. 
Den fremtidige udvikling med comet assay bliver spændende at følge og det bliver interessant at se 
om encellede eukaryote organismer kan erstatte de multicellulære. Denne anskuelse er specielt 
interessant set med et økonomisk udgangspunkt da comet assay metoden er relativt enkel, billig at 
anvende og giver hurtige resultater. Endvidere er der nogle positive dyrevelfærdsmæssige aspekter 
da f.eks. forsøgsmus muligvis kan erstattes af S. cerevisiae. I Danmark har Dyrenes Beskyttelse vist 
stor interesse for denne udvikling og støtter forskningen indenfor feltet økonomisk [Rank 2007]. 
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Figur 16: Af Anine Svendsen Kimer (2007) 
 
Figur 17: Præparatglas med gær indstøbt i agarose, lægges på is. Foto af Anine Svendsen Kimer 
(2007) 
 
Figur 18: Mikroskopering af gærceller. Foto af Anine Svendsen Kimer (2007) 
 
Figur 19: Gærcellernes vækst i antal celler til tiden. Lavet af Henrik Wennermark & Anine 
Svendsen Kimer (2007) 
 
Figur 20: Gærcellernes vækst i absorbans til tiden. Lavet af Henrik Wennermark & Anine Svendsen 
Kimer (2007) 
 
Figur 21: Mikroskopering af gærcelle. Foto Anine Svendsen Kimer (2007) 
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Figur 30: Af Kristian Syberg (2007) 
 
Figur 31-32: Af Henrik Wennermark & Anine Svendsen Kimer (2007) 
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Appendiks 1 
 
LOGBOG 
 
Mandag d. 2/4 2007 
Gærmedier 
Der fremstilles 5 medier til afprøvning af forskellige mængder gær. 
Hvert medie indeholder: 
0,5 g gærekstrakt  
1,0 g bactopepton  
47,5 ml postevand  
 
Medierne autoklaveres i en certoclave (1,5 bar, 125 °C). 
Der sættes låg og tape på kolbernes låg. Tapen må ikke lukke tæt pga. trykket i certoklaven. 
Autoklaveringen udføres (se vejledning på stinkskabet). 
Efter autoklavering tages kolberne op af certoclaven, og sættes i et koldt vandbad til afkøling. 
 
I lafbænken tilsættes kolberne 2,5 ml 40 % glucoseopløsning med automatpipette og rystes let. 
Der afvejes 0,1 g, 0,2 g, 0,3 g, 0,4 g og 0,5 g tørgær som tilsættes kolberne og rystes let.  
Kolberne sættes i et 30 °C vandbad med omrøring kl. 15.15 og står i 18 timer.  
 
Tirsdag d. 3/4 2007 
Celletælling 
Kolberne tages op efter 18 timer (kl. 9.15) og sættes i køleskabet for at standse celledelingen.  
I lafbænken fremstilles en 1:10 blanding i 5 reagensglas med automatpipette i den rækkefølge hvormed gæren blev tilsat 
dagen før: 
0,1 ml gærblanding 
0,9 ml sterilt vand  
Tællekammeret afsprittes og skal være helt rent inden brug. 
Dækglasset presses på indtil der kommer ”newtonske” ringe. 
Reagensglassene hvirvles og noget af prøven påføres Thomas tællekammer med glaspipette indtil det er fyldt. 
Tællekammeret placeres under mikroskop med 25.000x forstørrelse og justeres indtil kammeret er tydeligt. 
Der tælles celler i 10 felter. Antallet af celler udregnes med følgende formel der beregner antal gærceller per ml: 
angkammerrumf
fortyndnigfelterfelt
gennemsnit
mlCeller
⋅⋅
=/  
Levedygtighedstest 
Til farvning af gærcellerne: 
1) stam opløsning Fluorescein 250 mg → 50 ml acetone 
2) stam opløsning Etidium bromid 10 mg → 50 ml 1xPBS 
 
1) Fluorescein afmåles i kolbe og acetonen tilsættes  
Kolben omrystes let til alt er opløst. 
 
2) Etidium bromid afvejes i kolbe og PBS opløsningen tilsættes. 
Farveopløsningen er: 
200 µl stam opl. etidium bromid  
30 µl stam opl. Fluorescein 
4,8 ml 1xPBS 
 
I stinkskab udtages med automatpipette: 
20µl farveopløsning 
20µl gæropløsning 
De to opløsninger blandes på et præparatglas og dækkes herefter med et dækglas. 
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I mikroskop, med kviksølvlampe, blåt lys og 40000x forstørrelse tælles levende (grønne) og døde (røde) celler.  
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Tirsdag d. 17/4 2007 
Gærmedier 
Der fremstilles 2 medier til 2 forskellige mængder af gær. 
Medierne fremstilles og behandles som tidligere (se mandag d. 2/4 2007). 
Denne gang tilføres blot gærmængder på henholdsvis 0,1 g og 0,05 g. 
Medierne sættes i et 30 °C vandbad med omrøring kl. 15.20 og skal stå i 17 timer. 
 
Onsdag d. 18/4 2007 
Celletælling 
Gærmedierne tages ud kl. 8.20 efter 17 timers vækstperiode og celletællingen forgår som tidligere (se tirsdag d. 3/4 
2007) 
 
Levedygtighedstest  
Udføres som tidligere (se tirsdag d. 3/4 2007). 
 
Pesticidopløsninger 
Stamopløsning: 1000mg/l 2,4-D i 2 kolber: 
A: 2,4-D stamopløsning 1000mg/l, 10 ml udtages med automatpipette og overføres til kolbe B. 
B: 10 ml af 2,4-D stamopløsningen. 
 
B: 10 ml → blandes med 90 ml ionbyttet vand. 
 
Følgende fortyndinger bruges: 
25 µg/l 
1000 µg/l 
3000 µg/l 
5000 µg/l 
7000 µg/l 
10.000 µg/l 
15.000 µg/l 
20.000 µg/l 
25.000 µg/l 
2 x kontrol 
Opløsningerne opbevares i køleskab. 
 
Præparatglas 
Der fremstilles en 0,8 % agarose: 10 ml PBS og 0,08 g Normal meltingpoint agarose overføres til en flaske og varmes i 
mikrobølgeovn ved fuld styrke i 45 s. Flasken med låg rystes let for at opløse agarosen og den opbevares i et 55 ºC 
vandbad. 
 
20 frostede præparatglas markeres med 2,4-D koncentrationerne samt I eller II og lægges på et nivelleringsbord. 100 µl 
0,8 % agarose påføres hvert præparatglas med automatpipette og der lægges dækglas over. 
 
Der fremstilles en 0,7 % agarose: 10 ml PBS og 0,07 g Low meltingpoint agarose overføres til en flaske og varmes i 
mikrobølgeovn ved fuld styrke i 45 s. Flasken med låg rystes let for at opløse agarosen og den opbevares i et 37 ºC 
vandbad. 
 
Forberedelse af celler 
1 ml af gærmediet overføres til 10 centrifugeglas og centrifugeres i 8 min ved 400 G og 5 ºC. Herved lægger cellerne 
sig i bunden af glassene og supernatanten kan hældes fra. 
Cellerne resuspenderes i 2 ml 0,1 M natrium dihydrogenphosphat og hvirvles for at blande cellerne med væsken. 
Opløsningen centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C hvorefter supernatanten hældes fra. 
 
Centrifugeglassene markeres med de forskellige koncentrationer af 2,4-D og tilføres 2 ml af disse. Herudover er der en 
kontrol uden herbicid  
Blandingen hvirvles så cellerne blandes med væsken og står 20 min ved stuetemperatur. 
Centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C og supernatanten hældes fra 
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Til vaskning af celler 
Her laves følgende opløsning:  
1 M sorbitol og 25 mM KH2PO4 
Stofferne opløses i ionbyttet vand 
Vha. pH-meter indstilles pH’en til 6,5 ved at tilsætte lidt 1 M NaOH ad gangen. 0,5 L opløsning i alt.  
Cellerne vaskes i 1ml 1 M sorbitol 24 mM KH2PO4 og hvirvles.  
Med automatpipette overføres henholdsvis 300 µl og 600 µl fra hvert centrifugeglas til 20 mikrorør og markeres med de 
forskellige koncentrationer, kontrol samt I (300 µl) eller II (600 µl) alt efter hvilken mængde der er overført. 
 
Mikrorørene centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 ºC og supernatanten hældes fra. Herefter tilsættes mikrorørene 125 µl 
0,7 % agarose og 3,75 µl enzym og hvirvles. 
 
Indstøbning af celler 
Dækglassene fjernes forsigtigt fra præparatglassene og lægges tilbage på nivelleringsbordet 
og 100 µl af blandingen med celler, agarose og enzym påføres præparatglassene med det første lag agarose og der 
lægges dækglas over.  
Præparatglassene overføres til en metalplade på en bakke med is for at stivne i 15 min. Herefter overføres 
præparatglassene til en 30 ºC varm ovn, hvor de står i 30 min. 
 
Lysering 
Herefter er præparatglassene klar til lysering, og der arbejdes derfor kun i gult lys, med gardinerne trukket ned 
 
Der fremstilles lyseringsvæske: 
1,55 g Triton X-100  
158,4 ml lyseringsopløsning  
Blandes i kolbe på magnetomrører 
 
Dækglassene tages af præparatglassene som overføres til lyseringskar med lyseringsvæske og sættes i køleskab natten 
over (skal stå mindst 1,5 time). 
 
Torsdag d. 18/4 2007 
Elektroforese arbejdsopløsningen forberedes i en 2 l konisk kolbe: 
60 ml 10 M NaOH stamopløsning (konc. 0,3 M NaOH). 
10 ml 0,2 EDTA stamopløsning (konc. 1 mM EDTA) 
1930 ml koldt millipore vand 
Blandes med magnetomrører på isbad, til der nås en temperatur på 12 ºC 
 
Alkalisering og elektroforese 
Et farvekar fyldes med elektroforesevæske og resten hældes i elektroforese karret til strømstyrke og spænding er på 
hhv. 300 mA og 28 V. Hvis spændingen er for lav, fjernes der lidt væske til den passer med 28 V. 
Elektroforese væsken cirkuleres vha. en cirkulationspumpe (100 ml/min), for at opretholde en ens spænding. Pumpens 
slange føres igennem en balje med is for at holde temperaturen på ca. 12 ºC.   
Præparatglassene tages ud af køleskabet og skylles fri for lyseringsvæske ved at dyppe dem i farvekarret med 
elektroforesevæske i 10 s.  
Præparatglassene anbringes forsigtigt på elektroforesebakken med tallene nedad, og placeres i karret. 
I karret er objektglassene dækket af væsken, og de ligger heri i 15 minutter uden strøm og spænding tilsluttet. Der 
tændes for strømmen og hvis denne ikke er på de 300 mA tilsættes elektroforesevæske til det passer. Der køres 
elektroforese i 20 min. 
Herefter slukkes der for strømmen og elektroforesebakken tages forsigtigt op af karret. 
 
Neutralisering 
Præparatglassene lægges på et nivelleringsbord og påføres neutraliseringsvæske med en pasteurpipette 2x5 min. Efter 5 
min hældes neutraliseringsvæsken af og proceduren gentages. 
Præparatglassene sættes på skrå så al væsken kan løbe af, og lægges herefter på en glasplade.  
 
Farvning 
Brugsopløsning: 180 µl etidium bromid med 1620 µl miliq vand. 
Hvert præparatglas appliceres 85 µl brugsopløsning på agarosen og der lægges et dækglas over. 
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Efter 10 min tages dækglasset forsigtigt af og præparatglasset skylles i forsigtigt i et bæger med sterilt vand. 
Præparatglassene stilles på højkant til tørring i et par minutter inden der lægges dækglas på. De noterede 
koncentrationer dækkes med klistermærker med numre fra 1-20. Prøverne opbevares i køleskabet i en bakke foret med 
vådt papir og med et låg dækket af sølvpapir. 
 
Mikroskopering 
Der bruges kviksølvlampe (100W) og 40.000x forstørrelse.  
Præparatglassene sættes i mikroskopet så klistermærkerne vender mod venstre, da DNA’et er vandret i den retning 
klistermærkerne sidder, og halerne herved vil vende mod højre hvor computeren kan måle dem. 
 
Mandag d. 7/5 2007 
For at finde frem til den optimale gærmængde og kvalitet har vi valgt at foretage et indledende forsøg. Her observeres 
løbende gærens vækst over tid samt dens levedygtighed. Gærens vækst følger en logistisk funktion og vores mål er at 
finde tidspunktet hvor gæren vokser hurtigst og levedygtigheden er højest, altså de bedste betingelser. 
Selve forsøget består af tre observationer: afmåling af absorbans, levedygtigheds test og optælling af celler.     
 
Gærmedier 
Der afmåles 0,1 g gær. 
Gæren opløses i 50 ml. medie 
Fra denne opløsning blandes 20 ml. med 180 ml medie i en 250 ml. konisk kolbe, så der i alt nu er 200 ml. medie med 
gær i kolben.  
Kolben med gæropløsningen sættes i et vandbad, hvor det meste vand er erstattet af is. Isen dækker ca. halvdelen af 
kolben, og skal hindre gærens vækst. Vandbadet har en timer som sættes til kl. 7.30 hvor vandbadet vil varmes op til 30 
ºC 
 
Tirsdag d. 8/5 2007 
Kolben tages op og hver time udtages 5 ml. gæropløsning til videre undersøgelser.  
 
Absorbans 
Absorbansen bliver målt ved 600 nm. 
 
”Absorbansmåleren” nulstilles ved at bruge ”autozero”-funktionen på en ren cuvette med medie. 
En cuvette renses med sprit og tørres så den er helt ren. Derefter fyldes den med gæropløsningen. 
Cuvetten indsættes i måleren og absorbansen fremkommer på displayet når der trykkes på ”run”-knappen. 
 
Celletælling 
Optælling af celler i Thomas tællekammer 
Gæropløsningen er ufortyndet i tællekammeret. 
Optællingen foregår som tidligere (tirsdag d. 3/4 2007), dog bliver der denne gang talt flere kamre for mere præcise tal. 
Der udvælges en ”lille” firkant i de ”store” firkanter og der foretages en optælling i hvert af de store firkanter, som man 
på denne måde i alt får 16 optællinger. 
Gennemsnit per felt udregnes og indsættes i formlen:  
 
gennemsnit per felt x 400 
              0,0001  
 
Fra formlen er der nu beregnet antal gærceller per ml. 
 
Levedygtighed 
 
Udføres som tidligere (tirsdag d. 3/4 2007) 
 
Opløsninger af 2,4-D 
Der laves opløsninger med 2,4-Dichlororphenoxyacatic acid i forskellige koncentrationer.  
Stam A: 1000 mg/l 
Stam B: 10 mg/l (dvs. 0,5 ml stam A fortyndes med PBS til 50 ml) 
 
25 µg/l 0,025 ml B → 10 ml PBS 
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100 µ/l 0,10 ml B → 10 ml PBS 
1 mg/l 1,00 ml B  → 10 ml PBS 
50 mg/l 0,50 ml A → 10 ml PBS 
125 mg/l 1,25 ml A → 10 ml PBS 
(200 mg/l 2,00 ml A  → 10 ml PBS) 
275 mg/l 2,75 ml A → 10 ml PBS 
350 mg/l 3,50 ml A → 10 ml PBS 
500 mg/l 5,00 ml A → 10 ml PBS 
Kontrol  10 ml PBS 
Positiv kontrol 1 mM MMS 85µl → 100 ml PBS 
UV positiv kontrol  10 ml PBS 
 
Koncentrationerne fra 50 mg/l til 350 mg/l er de samme koncentrationer som Kristian Syberg bruger i sine 
undersøgelser, vi har dog valgt at udelukke 200 mg/l og tilføje nogle koncentrationer som er henholdsvis højere og 
lavere, idet vores hypoteser lyder at gær har samme eller større følsomhed overfor 2,4-D som blåmuslinger.  
 
Kultivering af gær 
Fremstilling af medie 
Fremstilles i en 1 liters flaske med skruelåg 
10 g gærekstrakt  
20 g pepton  
950 ml ionbyttet vand  
 
Mediet fremstilles og behandles som tidligere (se mandag d. 2/4 2007) 
I lafbænken tilsættes flasken 50 ml 40 % glucoseopløsning og rystes let 
0,1 g bagegær tilsættes en kolbe med 50 ml. medie.  
Fra denne opløsning blandes 20 ml. med 180 ml medie i en 250 ml. konisk kolbe, så der i alt nu er 200 ml. medie med 
gær i kolben.  
 
Kolben med gæropløsningen sættes i et vandbad, hvor det meste vand er erstattet af is. Isen dækker ca. halvdelen af 
kolben, og skal hindre gærens vækst. Vandbadet har en timer som sættes til kl. 2.30 hvor vandbadet vil varmes op til 30 
ºC 
 
Onsdag d. 9/5 2007 
Gæropløsningen tages op af vandbadet kl. 9.30, dvs. efter 7 timer 
 
Absorbans 
Absorbansen måles som tidligere (se tirsdag d. 8/5 2007) 
 
Celletælling 
Celletællingen foregår som tidligere (se tirsdag d. 8/5 2007) 
 
Levedygtighed 
Levedygtighedstest foretages som tidligere (se tirsdag d. 3/4 2007) 
 
Forberedelse af celler 
Der overføres 2 ml fortyndet gæropløsning til 21 centrifugeglas og centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C 
Herved lægger cellerne sig i bunden af glassene og supernatanten kan hældes fra 
Cellerne resuspenderes i 2 ml 0,1 M natrium dihydrogenphosphat og hvirvles for at blande cellerne med væsken 
Opløsningen centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C hvorefter supernatanten hældes fra 
 
Centrifugeglassene markeres med de forskellige koncentrationer af 2,4-D der er fremstillet dagen før og tilføres 2 ml af 
disse koncentrationer   
Blandingen hvirvles så cellerne blandes med væsken og står 20 min ved stuetemperatur 
Centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C og supernatanten hældes fra 
Cellerne vaskes i 1 ml 1 M sorbitol 24 mM KH2PO4 og hvirvles 
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Blandingen overføres til mikrorør markeret med de forskellige koncentrationer og bogstavet A og B. I A overføres 1 ml 
og i B 0,5 ml. Mikrorørene står i en bakke med is.  
Mikrorørene centrifugeres i 5 min ved 400 G og 5 °C 
Supernatanten hældes fra og enzymet tilsættes, 3,75 µl hvorefter mikrorørene hvirvles 
Står i et stativ i et vandbad ved 30 ºC i 30 min 
 
Præparatglas 
Der fremstilles en 0,8 % agarose: 10 ml PBS og 0,08 g Normal meltingpoint agarose overføres til en flaske med låg og 
varmes i mikrobølgeovn ved fuld styrke i 45 s. med låget skruet løst på. Herefter rystes flasken let for at opløse al 
agarosen og den opbevares i et 55 ºC vandbad med fastskruet låg for at undgå fordampning 
 
21 frostede præparatglas markeres med koncentrationerne samt et A eller B og lægges på et nivelleringsbord. 100 µl 0,8 
% agarose overføres til hvert præparatglas med automatpipette og der lægges et dækglas over. 
 
Der fremstilles en 0,7 % agarose: 10 ml PBS og 0,07 g Low meltingpoint agarose overføres til en flaske med låg og 
varmes i mikrobølgeovn ved fuld styrke i 45 s. og med låget skruet løst på. Herefter rystes flasken let for at opløse al 
agarosen og den opbevares i et 37 ºC vandbad med fastskruet låg for at undgå fordampning 
 
Indstøbning af celler 
Dækglassene fjernes forsigtigt fra præparatglassene og lægges tilbage på nivelleringsbordet 
125 µl 0,7 % agarose tilsættes mikrorørene, hvirvles og 100 µl påføres præparatglas med det første lag agarose og der 
lægges dækglas over 
 
Præparatglassene overføres til en metalplade på en bakke med is for at stivne i 15 min. Herefter er præparatglassene 
klar til lysering, og der arbejdes derfor kun i gult lys, med gardinerne trukket ned 
UV positiv kontrol bestråles med UV lys i 15 s. uden dækglas (UV rørene er på 15 Watt, afstanden er 33,5 cm) 
 
Lysering 
Der fremstilles lyseringsvæske: 
1,55 g Triton X-100 afvejes i en kolbe 
158,4 ml lyseringsopløsning afmåles 
Der laves dobbelt opløsning, som blandes i en konisk kolbe på magnetomrører ved lav hastighed. 
 
Dækglassene tages af præparatglassene som overføres til lyseringskar med lyseringsvæske og sættes i køleskab natten 
over (skal stå mindst 1,5 time). 
  
Torsdag d. 10/5 2007 
Fremstilling af elektroforese brugsopløsning 
I en 2-liters konisk kolbe afmåles: 
60 ml 10 M NaOH stamopløsning (konc. 0,3 M NaOH) 
10 ml 0,2 M EDTA stamopløsning (konc. 1 mM EDTA) 
1930 ml køleskabskoldt millipore vand 
Blandes på magnetomrører på isbad så temperaturen bliver ca. 12 ºC 
 
Alkalisering og elektroforese 
Der hældes ca. 200 ml elektroforesevæske i et farvekar og resten hældes i elektroforese karret til strømstyrke og 
spænding er på hhv. 300 mA og 28 V. Hvis spændingen er for lav, pumpes der lidt væske gennem slangen ned i et glas 
til den passer med 28 V 
Elektroforese væsken cirkuleres vha. en cirkulationspumpe (100 ml/min), for at opretholde en ens spænding. Pumpens 
slange føres igennem en balje med is for at holde temperaturen på ca. 12 ºC.   
Præparatglassene tages ud af køleskabet og skylles fri for lyseringsvæske ved at dyppe dem i farvekarret med 
elektroforesevæske i 10 s.  
Præparatglassene anbringes forsigtigt med skriften nedad på elektroforesebakken, som placeres i karret. 
I karret er præparatglassene dækket af væsken, og de ligger heri i 15 minutter uden strøm og spænding tilsluttet for at 
blive alkaliseret. Der tændes for strømmen og hvis denne ikke er på de 300 mA tilsættes elektroforesevæske til det 
passer. Der køres elektroforese i 20 min. 
Herefter slukkes der for strømmen og elektroforesebakken tages forsigtigt op af karret. 
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Neutralisering 
Præparatglassene lægges på et nivelleringsbord og påføres neutraliseringsvæske med en pasteurpipette 2x5 min. Efter 5 
min hældes neutraliseringsvæsken af og proceduren gentages. 
Præparatglassene sættes på skrå så al væsken kan løbe af, og lægges herefter på en glasplade.  
 
Farvning 
200 µl ethidiumbromid og 1800 µl miliq vand overføres til et 2 ml mikrorør med automatpipette og rystes godt. 
 
Hvert præparatglas appliceres 85 µl farveopløsning på agarosen og der lægges et dækglas over. 
Efter 10 min tages dækglasset forsigtigt af og præparatglasset skylles i et bæger med vand. 
Præparatglassene stilles på højkant i et par minutter inden der lægges dækglas på. De noterede koncentrationer dækkes 
med klistermærker med numre fra 1-21. Prøverne opbevares i køleskabet i en bakke foret med vådt papir og med et låg 
dækket af sølvpapir. 
 
Mikroskopering 
Der bruges en kviksølvlampe (100W) og 40000x forstørrelse.  
Præparatglassene sættes i mikroskopet så klistermærkerne vender mod venstre, da cellerne er vandret i den retning 
klistermærkerne sidder, og halerne herved vil vende mod højre hvor computeren kan måle dem.  
 
For hvert præparatglas foretages målinger på 50 celler. Cellerne udtages fra præparatglasset systematisk så der ikke 
overlappes. Målingerne gemmes under det pågældende nummer de har fået, og først når alle målinger er gennemført 
fjernes klistermærkerne så man kan se hvilke koncentrationer de har. 
 
Fredag d. 11/5 2007 
De resterende målinger foretages og der laves resultatbehandling. 
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Appendiks 2 
 
Efter celletælling udregnes antallet af 
celler/ml vha. formlen: 
angkammerrumf
fortyndnigfelterfelt
gennemsnit
mlCeller
⋅⋅
=/  
 
Efter celletælling af røde og grønne celler 
udregnes det procentvise antal levende celler 
vha. formlen:  
)(
100%
grønnerøde
grønnelevende
+
⋅
=  
Røde = døde 
Grønne = levende 
 
Udregninger for antal celler/ml d. 3/4 2007: 
 
0,1 g 
0,2 g 
mlceller /102,9
1,0
1000104003,2
3,2
3
8,13,29,2
8,1
10
18
3,2
10
23
9,2
10
29
7
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
 
 
 
 
 
0,3 g 
mlceller /105,1
1,0
10001040075,3
75,3
2
2,43,3
2,4
10
42
3,3
10
33
8
⋅=
⋅⋅⋅
=
+
=
=
 
0,4 g 
mlceller /1064,3
1,0
1000104001,9
1,9
3
2,105,76,9
2,10
10
102
5,7
10
75
6,9
10
96
8
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
 
0,5 g 
mlceller /1094,6
1,0
1000104004,17
4,17
3
8,189,164,16
8,18
10
188
9,16
10
169
4,16
10
164
8
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
 
 
Udregning for % levende celler d. 3/4 2007: 
 
0,1 g 
Første tælling: 50 røde og 54 grønne 
Anden tælling: 50 røde og 61 grønne 
 
mlceller /1044,5
1,0
10001040036,1
3,1
3
2,14,15,1
2,1
10
12
4,1
10
14
5,1
10
15
7
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
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levende%49,53)61545050(
100)6154(
=
+++
⋅+
 
 
 
 
0,2 g 
Første tælling: 42 røde og 58 grønne 
Anden tælling: 45 røde og 58 grønne 
 
levende%14,57)58584542(
100)5858(
=
+++
⋅+
 
 
0,3 g 
Første tælling: 45 røde og 55 grønne 
Anden tælling: 36 røde og 71 grønne 
 
levende%87,60)71553645(
100)7155(
=
+++
⋅+
 
 
0,4 g 
Første tælling: 44 røde og 46 grønne 
Anden tælling: 46 røde og 54 grønne 
 
levende%63,52)54464644(
100)5446(
=
+++
⋅+
 
 
0,5 g 
Første tælling: 52 røde og 62 grønne 
Anden tælling: 52 røde og 48 grønne 
 
levende%40,51)48625252(
100)4862(
=
+++
⋅+
 
 
Udregninger for antal/ml celler d. 18/4 2007: 
 
0,05 g 
mlceller /1031,4
1,0
10001040030,1
30,1
3
14,17,0
1
10
10
4,1
10
14
7,0
10
7
7
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
 
 
 
 
 
0,1 g 
mlceller /104,8
1,0
1000104001,2
1,2
3
5,12,26,2
5,1
10
15
2,2
10
22
6,2
10
26
7
⋅=
⋅⋅⋅
=
++
=
=
=
 
 
Udregninger for % levende celler d. 18/4 
2007 
 
0,05 g 
Første tælling: 57 røde og 43 grønne 
Anden tælling: 43 røde og 67 grønne 
Tredje tælling: 36 røde og 64 grønne 
 
levende%13,56)646743364357(
100)646743(
=
+++++
⋅++
 
 
0,1 g 
Første tælling: 51 røde og 50 grønne 
Anden tælling: 54 røde og 46 grønne 
Tredje tælling: 66 røde og 43 grønne 
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levende%84,44)434650665451(
100)434650(
=
+++++
⋅++
 
Udregninger for antal/ml celler d. 8/5 2007: 
 
MANGLER! 
 
Udregninger for % levende celler d. 8/5 2007: 
 
MANGLER! 
 
Udregning for antal celler/ml d. 9/5 2007: 
 
 
 
0,1 g  
mlceller /107,1
1,0
100040025,4
25,4
16
68
7
⋅=
⋅⋅
=
 
 
Udregning for % levende celler d.9/5 2007:  
 
0,1 g 
Tælling: 3 røde og 108 grønne 
levende%30,97)1083(
100108
=
+
⋅
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Appendiks 3 
Comet assay håndbog 
til gælleceller fra muslinger 
December 2004 
(lettere revideret marts 2007) 
 
Princippet: 
 
Cellerne opslemmes i agarose på et objektglas og lyseres ved behandling med 
detergent og høj saltkoncentration. Herved ekstraheres cytosolære proteiner mens 
kernen forbliver relativt uberørt. DNA behandles herefter alkalisk (ph>12), herefter 
køres elektroforese. Til sidst farves DNA med fluorescerende farvestof og kan 
derefter ses i fluorescens-mikroskop. Under alkaliske forhold denatureres DNA’et og 
alkali-labile skader konverteres til strengbrud. Under elektroforese vil DNA bevæge 
sig fra kernen mod anoden. De skadede celler har i mikroskopet et kometlignende 
udseende. 
 
 
Procedure: 
 
Fra pkt. 3 arbejdes der på isbad. 
 
Der tages 4 muslinger (inden fodring), længden måles i mm med en skydelære eller 
en lineal. 
Muslingen åbnes ved, at den store og den lille lukkemuskel skæres over. 
Gællerne løftes fri af kappen, klippes af og tages ud. 
Gællerne vaskes i 2 ml CMFS (Calcium-magnesium fri saltopløsning) i 5 ml glas, 4 
gange. 
Gællerne overføres til et 5 ml glas med 2 ml CMFS og bearbejdes med saks i 1 min. 
Gællecellerne skylles over i en 25-30 ml konisk kolbe og glasset skylles efter med 
CMFS, dels for at få alle cellerne med, og dels for at opnå et totalt volumen på 10 ml. 
Kolben stilles i rystevandbad i 30 min. ved ca. 5oC. 
Gællecellerne filtreres gennem et 20 µm nylon væv anbragt i en glastragt ned i et 
centrifugeglas. 
De filtrerede celler centrifugeres ved 400 x g i 8 min i kølecentrifuge (Allegra x-15R) 
ved accelerationsværdien 8. 
Ca. 7 ml af supernatanten suges fra med pipette. 
Cellerne resuspenderes i de resterende ca. 1,5-2 ml. 
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Mikrorør mærkes, et til hvert objektglas. 
 
Ved in vivo eksponeringsforsøg: 
Af cellerne fra pkt. 11 kommes 800 µl i hvert mikrorør. 
 
Ved in vitro eksponeringsforsøg: 
Af cellerne fra pkt. 11 kommes 800 µl i hvert mikrorør. (Der udtages altid fra en 
blandingsprøve, da der er for stor forskel på muslingerne) Der fyldes op med 
eksponeringsvæske afhængig af den ønskede koncentration. Efterfyldes med CMFS 
opløsning, så rørene indeholder det samme volumen af hensyn til centrifugering. 
Der omrystes grundigt, før røret hensættes på vandbad til eksponering i den aftalte 
tid. 
 
Cellerne fra henholdsvis pkt. 13 eller pkt.14 centrifugeres nu ved 400 x g i 5 min. 
Accelerationsværdi 8. Supernatanten hældes fra, og pellet er nu klar til at blandes 
med 125 µl 0,65 % agarose. 
 
 
     Fremstilling af Agarose: 
NMP agarose ( normal melting point ) står i køleskab. 
 
    Opløsning 1. Fremstilles som 0,8 % til lag 1. 
 
    Eksempel på 0,8 %: 0,08 g NMP agarose 
   10 ml Kenny’s salt solution 
 
Blandes i en blue cap flaske, og opvarmes i mikrobølgeovn i ca. 60 sek. (effekt 3 
streger), med løst låg. Opbevares til brug i vandbad ved 55oC  
 
          LMP agarose ( low melting point) står i udluftnings skab. 
     
          Opløsning 2. Fremstilles som 0,65 % til lag 2 
          
          Eksempel på 0,65 %:          0,065 g LMP agarose opløses i 
                                               10 ml Kenny’s salt solution 
 
          Eller på 1,00 %:           0,10 g LMP agarose opløses i 
                                               10 ml Kenny’s salt solution 
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Blandes i blue cap flaske og varmes i mikrobølgeovn i ca. 60 sek.(effekt 3 streger), 
med løst låg. Opbevares i vandbad ved 37 grader. Står i vandbad mindst 15 min før 
brug. 
 
          Begge typer Agarose fremstilles frisk hver gang. 
 
        
 
 
Fremgangsmåde til indstøbning af celler: 
  
       Lag 1. Første lag agarose  
Mærk det ønskede antal frostede objektglas med prøve nr. ved hjælp af graverings 
pen eller vandfast pen. 
100µl opløsning 1 påføres de mærkede glas, dækglas 24x32 mm påføres. Stivner i 15 
min. ved stuetemperatur 
 
        Lag 2. Indstøbning af celler. 
       c)  Dækglas aftages. 125 µl af opløsning 2 blandes med cellerne fra pkt. 15 
            med mixer. Herfra afpipetteres 100 µl, der lægges oven på lag 1, og 
            der påføres nyt dækglas  
            Eller, før agarose tilsætningen fyldes 70 µl CMFS opløsning i røret og 
            blandes. Derfra udtages 70 µl og fyldes i et nyt eppendorfrør, som så får 
            tilført 70 µl 1 % LMP agarose og blandes. 100 µl påsættes præparatglas. 
            Stivner på isbad i 15 min. (metalplade lagt over is)  
            Dækglasset aftages, og præparatet er nu klar til lysering. 
 
     NB! Herfra arbejdes kun i gult lys, gardiner trækkes ned. 
 
     Lysering: 
Den blandede lyseringsvæske hældes i farvekar. 
Objektglassene, uden dækglas, anbringes i et farvekar med lyseringsvæsken. 
Lyserer i køleskab under låg natten over, eller mindst 1,5 time. 
 
     Metode pos. Kontrol. 
Hvis præparaterne skal UV bestråles anbringes de uden dækglas og bestråles med 
UV-lys i 16 sec, før de anbringes i farvekarret med lyseringsvæske. 
UV rørene er på 15 Watt . Afstand 33,5 cm. 
Mærke: TUV G15-8 Philips. Ren UV C bølger 253,7 nM 
 
     Alkalisering og Elektroforese 
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     Hæld ca. 200 ml elektroforesevæske i et farvekar og hæld resten i 
     elektroforese karret til spænding og strømstyrke passer. 
Tænd for cirkulationspumpen 100ml/min, så elektroforese opløsningen  
cirkuleres. 
     Stømforsyningen indstilles, så spændingen bliver 28 V og strømstyrken 
bliver 300 mA. Finindstillingen af disse parametre sker ved regulering af  
væskestanden, hvis spændingen er for lille tages pumpestudsen af så lidt af  
     væsken pumpes ud indtil spændingen passer. 
     Objektglassene skylles fri for lyseringsopløsningen, ved at dyppe dem i  
     farvekarret, indeholdende elektroforeseopløsningen, i 10 sek. 
          
     Objektglassene lægges forsigtigt på elektroforesebakken, som placeres i  
     karret.  
     De lægges tæt op ad hinanden og skal være dækket med væske. Her ligger  
     de i 15,0 minutter. 
Der tændes for strømmen og køres elektroforese i 5 min. ved 28 V og 300 mA. 
Derefter slukkes for strømmen og bakken tages forsigtigt op af karret. 
 
     Neutralisering: 
     Elektroforeseopløsningen hældes af præparatglassene, som lægges vandret 
     på et specielt nivelleringsbord og påføres neutraliseringsvæske med  
     pasteurpipette 2 x 5 min ( står færdiglavet i køleskab) 
Hældes af efter 5 min. og proceduren gentages. 
 
     Farvning: 
85 µl ethidiumbromid, ( brugsopløsning) appliceres på agarosen og dækglasset 
lægges over. 
Efter 10 min aftages dækglasset og objektglasset skylles forsigtigt i et bægerglas med 
vand, 
     Stilles på højkant ca.1-2 min før dækglas lægges på. 
Objektglassene med agarosen holdes fugtige i mørke til fluorescensmikroskopering.  
Anbringes i opbevaringsbox med fugtet papir i køleskab. 
 
 
      Kviksølvlampen (100W) til mikroskopet tændes ca. 15 – 20 min. Før 
      Mikroskopering. 
      På mikroskopet er der 3 sorte filtre, som kan skubbes til siden. Når man 
      står foran mikroskopet, skal den første pege ud mod venstre, de 2 næste 
      skal skubbes mod højre. 
 Objektglassene anbringes så skrivefeltet er til venstre. 
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      Reagenser: 
 
      For fremstilling af samtlige reagenser anvendes handsker og briller! 
 
      Fremstilling af lyserings arbejdsopløsning: 
      1,55 g (1,6 ml) eller Triton X-100 
      158,4 ml lyseringsopløsning (står færdig i køleskab) 
      blandes i en konisk kolbe på magnetomrører, lav hastighed. 
      
Fremstilling af elektroforese arbejdsopløsning: 
Den fremstilles frisk hver gang og den bruges kun én gang. 
I en 2 liters konisk kolbe, afmåles:  
60 ml 10 M NaOH stamopløsning (konc. 0,3 M NaOH ) 
10,0 ml 0,2 M EDTA stamopløsning (konc. 1 mM EDTA) 
1930 ml køleskabskoldt millipore vand. 
Blandes på magnetomrører på isbad så temperaturen bliver ca.12oC 
 
CMFS opløsning: 1 L 
Se brugsanvisning kemibrug: 
mM HEPES, (MW 238,3 g/mol) 
(N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-  
(2-ethansulfonic acid) 99,5 % =      4,776 g/L  
                      
300  mM NaCL (MW 58,44 g/mol) =                      17,54   g/L 
12,5 mM KCL (MW 74,56 g/mol)  =                       0,932 g/L 
5,0   mM EDTA (MW 372,2 g/mol)=                                     1,86  g/L 
                           (MW 292,24 g/mol)=                                   1,461 g/L 
 
Kommes i en 1 L målekolbe, som fyldes op med millipore vand og omrøres med 
varme. 
Hældes på 100 ml blue cap flasker og autoklaveres ved 125 grader. 
Hvis prøver analyseres f.eks. fra Køge Bugt, anvendes en 200 mM NaCl 
i stedet d.v.s. 11,69 g/L. 
 
Kenny’s salt solution: 
200 mM NaCL (MW 58,44 g/mol) =   11,69 g 
    9 mM KCL  ( 74,56 g/mol)         =     0,671 g 
    0,7 mM K2HPO4 (174,18)           =     0,122 g 
    2   mM NaHCO3 (MW 84,01)     =     0,168 g 
Opløses i en 1 L målekolbe med millipore vand, på omrører. 
Bruges til fremstilling af de 2 slags agarose. Autoklaveres. 
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Lyserings opløsning: 
Se brugsanvisning for EDTA og NaOH på www. kemibrug. 
2,5 M NaCL                   146,4   g 
0,1 M EDTA ( MW 372 g/mol)  37,2   g 
         eller      (MW 292  g/mol)  29,2   g 
10 mM Tris   (MW 157 g/mol)    1,58 g 
          eller     (MW 121 g/mol)    1,21 g 
opløses i ca. 975 ml millipore vand 1 en 1-liter målekolbe, pH indstilles til 10 med 
NaOH perler eller mættet NaOH opløsning ca. 40 ml 10 M NaOH / 2L 
 
Opvarmning er nødvendig for at få EDTA opløst. 
Afkøles og fyldes op med millipore vand op til mærket. 
Der fremstilles 2 L. der fordeles på ½ L. flasker. 
Opbevares i køleskab ved ca. 4 graders Celcius. 
1 % Triton x-100 tilsættes umiddelbart før lysering. 
 
Elektroforese stamopløsninger: 
 
10 M NaOH opløsning: 
Se brugsanvisning for NaOH www. kemibrug. 
400 g NaOH perler 
Opløses i 1000 ml millipore vand. 
Opbevares ved stuetemperatur. 
 
0,2 M EDTA opløsning: 
Se brugsanvisning www. Kemibrug. 
EDTA (MW 372,2 g/mol)                                74,40 g 
           ( MW 292 g/mol)   58,44 g 
Opløses i 1000 ml i millipore vand. 
Opbevares ved stuetemperatur. 
 
Neutraliserings opløsning: 
0,4 M Tris opløsning: 
se brugsanvisning www. kemibrug 
Trizma base (MW 121 g/mol)  48,4 g 
Opløses i 1000 ml millipore vand indstilles til ph 7,5 med ca. 12 ml/L koncentreret 
HCL. 
Der laves 2L. Fordeles på ½ L flasker. Opbevares i køleskab. 
 
20x Phosphate Buffer (PBS) ph 6,5. 
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                                        20xPBS 1xPBS opl.= 
NaCL (MW 58,44)  160,0 g = 2,74 M 144,2 mM 
KCL (MW 74,56)      4,0 g = 53,65 mM        2,82 mM 
Na2HPO4 2H2O (MW 177,99)   28,8 g = 162 mM           8,53 mM 
KH2PO4 ( MW 136,1)      4,8 g = 35   mM           1,84 mM 
 
Saltene opløses i 1000 ml millipore vand. 
pH justeres til 6,5. 
Autoklaveres og opbevares ved stuetemperatur. 
 
1xPBS opløsning: 
50 ml (20x) PBS og 950 ml millipore vand. 
pH indstilles til 7,4 med HCL. 
Autoklaveres og opbevares ved stuetemperatur. 
               
Ethidiumbromid: 
Se brugsanvisning www.kemibrug  
Stamopløsning: 200µg/ml 
10 mg Ethidiumbromid 
50 ml millipore vand. 
 
Brugsopløsning (~20µg/ml) 
Fremstilles frisk hver gang. 
100µl stamopløsning 
900µl millipore vand. 
 
Fluorescein diacetat 98% stamopløsning: 
(Stoffet er ikke undersøgt.) 
250 mg i 50 ml acetone. 
 
Brugsopløsning til levedygtighed: 
10 µl fluorescein stam + 66,6 µl ethidiumbromid stam.+ 1,6 ml 1x PBS opløsning. 
Opløsningen er kun holdbar 1,5-2 timer. 
     
Kemikalier: 
Agarose NMP nr. 15510-019 Life Technologies 
Agarose LMP nr. 15517-014 
Hepes  (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N-(2-ethansulforic acid)) 
C8H18N2O4S nr.H4034 Sigma 
Natriumchlorid  NaCl nr. 1.06404.1000 Merck, Bie& Berntsen. 
Kaliumchlorid  KCl nr. 1.04936.500  Merck 
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Disodium salt, dihydrate 
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C10H14N2O8Na2 2H2O  nr E-5134  Sigma 
Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4   Nr. 484401 Merck Bie&Berntsen 
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3  nr. K25746929 843 Merck Bie&Berntsen 
Trizma Base Tris (Hydroxymethyl) aminomethane. C4H11NO3  Sigma 
Natriumhydroxid NaOH nr. 1.06498.1000  Merck  Bie Berntsen 
di-Natriumhydrogenphosphat vandfri Na2HPO4 nr.6586 Merck Bie&Berntsen 
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 nr.1.04873  Merck, Bie&Berntsen 
Ethidiumbromid 2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridinum bromid. 
Nr. E-8751  Sigma  Bie&Berntsen 
Fluorescein diacetate 98% nr.20,164-2 Aldrich Sigma/Aldrich 
 
Apparatur: 
Mikroskop Fluorescence Dialux 22EB Okular 12,5 Objektiv 50x fra Leica 
2 stk. termostatvandbade. Grant/VWR 
1 stk. rystevandbad Grant OLS 200 med en køleenhed CS 200G fra VWR 
Kølecentrifuge Beckman Coulter Allegra X-15R fra WVR. 
Elektroforesekar Gibco BRL Horizon 20.25 fra Life Technoligies. 
Strømforsyning EC 250-90 E-C-Apparatus Corporation fra Bie&Berntsen 
Easy Load Masterflex L/S cirkulationspumpe Model 7518-00 fra Buch&Holm 
UV-belysningskasse. UV rør er på 15 Watt. Mærke: TUV G15-8 Philips. 
Ren UV C bølger 253,7 nM. 
Diverse automatpipetter. Eppendorf. 
Mikrobølgeovn Electrolux, varmekapicitet 300 watt 
Minishaker MS2 IKA 1600 shake /min fra Bie&Berntsen 
Tre decimalers vægt. Metler Toledo BB240 fra VWR   
 
    Klara Jensen 
 
     
 
 
 
